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3TC    2’,3’-didesoxi-3’-tiacitidina, lamivudina 
3TCMP   2’,3’-didesoxi-3’-tiacitidina-5’-monofosfato 
3TCTP   2’,3’-didesoxi-3’-tiacitidina-5’-trifosfato 
ABC    Abacavir 
APV    Amprenavir 
ATP    Adenosina-5’-trifosfato 
ATV    Atazanavir 
AZT    3’-azido-3’-desoxitimidina, zidovudina 
AZTMP   3’-azido-3’-desoxitimidina-5’-monofosfato 
AZTTP   3’-azido-3’-desoxitimidina-5’-trifosfato 
AZTp4A   3’-azido-3’-desoxitimidina-(5’)-tetrafosfo-(5’)-adenosina 
BLV    Virus de la leucemia bovina 
BSA    Seroalbúmina bovina 
CA    Proteína de la cápsida (p24, en el VIH-1) 
CAEV   Virus de la encefalitis artrítica de cabra 
CI50    Concentración inhibitoria al 50% 
d4T    2’,3’-dideshidro-2’3’-didesoxitimidina, estavudina 
d4TMP   2’,3’-dideshidro-2’3’-didesoxitimidina-5’-monofosfato 
d4TTP   2’,3’-dideshidro-2’3’-didesoxitimidina-5’-trifosfato 
dATP   2’-desoxiadenosina-5’-trifosfato 
dCTP   2’-desoxicitidina-5’-trifosfato 
ddA    2’,3’-didesoxiadenosina 
ddAMP   2’,3’-didesoxiadenosina-5’-monofosfato 
ddATP   2’,3’-didesoxiadenosina-5’-trifosfato 
ddC    2’,3’-didesoxicitidina, zalcitabina 
ddCMP   2’,3’-didesoxicitidina-5’-monofosfato 
ddI    2’,3’-didesoxiinosina, didanosina 
ddNTP   2’,3’-didesoxirribonucleósido-5’-trifosfato 
ddTMP   2’-didesoxitimidina-5’-monofosfato 
dGTP   2’-desoxiguanosina-5’-trifosfato 
DLV    Delavirdina 
DNA    Ácido desoxirribonucleico 
dNTP   2’-desoxirribonucleósido-5’-trifosfato 
DTT    Ditiotreitol 
dTTP    2’-desoxitimidina-5’-trifosfato 
 EDTA   Etilendiaminotetraacetato sódico 
EFV    Efavirenz 
EIAV    Virus de la anemia infecciosa equina 
FIV    Virus de la inmunodeficiencia felina 
FTC    2’,3’-didesoxi-5-fluoro-3’-tiacitidina, emtricitabina 
HAART   “Highly active antirretroviral therapy” 
HTLV-1   Virus de la leucemia humana de células T 
IDV    Indinavir 
IN    Integrasa 
IPTG    Isopropil-β-D-tio-galactopiranósido 
LPV    Lopinavir 
LTRs    “Long terminal repeat”, secuencia terminal repetida larga 
MA    Proteína de la matriz (p17, en el VIH-1) 
Mg2+    Magnesio (catión) 
MMTV   Virus del tumor mamario de ratón 
Mo-MLV   Virus Moloney de la leucemia de ratón 
MPMV   Virus Mason-Pfizer de monos 
NC    Proteína de la nucleocápsida (p7, en el VIH-1) 
NFV    Nelfinavir 
NNRTI   Inhibidor de la RT no análogo a nucleósido 
NRTI    Inhibidor de la RT análogo a nucleósido 
NVP    Nevirapina 
pb    Par de bases  
PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 
PI    Inhibidor de proteasa 
PMSF   Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PPi    Pirofosfato 
PR    Proteasa viral 
RNA    Ácido ribonucleico 
RNAm   Ácido ribonucleico mensajero 
RNasa H   Ribonucleasa H 
RT    Retrotranscriptasa 
RTV    Ritonavir 
SIDA    Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
SIV    Virus de la inmunodeficiencia de simios 
SU    Glicoproteína de superficie (gp120, en el VIH-1) 
T-20    Enfuvirtide (péptido T-20) 
  
TAM    Mutación de resistencia asociada a análogos a timidina 
TFV    Tenofovir 
TM    Glicoproteína transmembranal (gp41, en el VIH-1) 
VIH-1   Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 
VIH-2   Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2 
VISNA   Virus Visna 
WT    Tipo silvestre (“wild-type”) 
ZDV    Zidovudina 
 
 
NOMENCLATURA DE UNA Y TRES LETRAS PARA LOS AMINOÁCIDOS 
 
A (Ala) Alanina 
C (Cys) Cisteína 
D (Asp) Ácido aspártico 
E (Glu) Ácido glutámico 
F (Phe) Fenilalanina 
G (Gly) Glicina 
H (His) Histidina 
I (Ile) Isoleucina 
K (Lys) Lisina 
L (Leu) Leucina 
M (Met) Metionina 
N (Asn) Asparagina 
P (Pro) Prolina 
Q (Gln) Glutamina 
R (Arg) Arginina 
S (Ser) Serina 
T (Thr) Treonina 
V (Val) Valina 
W (Trp) Triptófano 
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The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) reverse transcriptase (RT) is a 
multifunctional enzyme with RNA- and DNA- dependent DNA polymerase, RNase H, strand 
transfer and strand displacement activities. HIV-1 RT is an heterodimer composed of two 
subunits, p66 and p51, with subdomains termed fingers, palm, thumb and connection in both 
subunits and an RNase H domain in the larger subunit only. The β3-β4 hairpin loop of the HIV-1 
RT fingers subdomain interacts with the incoming dNTP and the template overhang, and is 
considered a hotspot for nucleoside analogue resistance mutations. Deletions in the β3–β4 loop 
of HIV-1 RT are associated with the emergence of multidrug resistance. Common mutational 
patterns involve the deletion of Asp67 (∆67) and mutations T69G and K70R, usually associated 
with thymidine analogue resistance-associated mutations (TAMs), while the deletion of Thr69 
(∆69) appears together with mutations of the Q151M complex. We have studied the effect of 
∆69 in a multidrug-resistant sequence background (including the Q151M complex and 
substitutions K103N, Y181C, M184V, and G190A) and in a WT sequence context, under 
steady- and pre-steady-state conditions. Furthermore, we studied the effect of deleting codons 
67 and 69 in RTs bearing TAMs M41L and T215Y, or K219E. 
 
Firstly, we show that the Q151M complex accounts for most of the loss of susceptibility 
shown by the multidrug-resistant RTs, while mutation K103N generates high-level resistance to 
efavirenz and other NNRTIs. In addition, we demonstrate that mutations outside the NNRTI 
binding pocket (e.g. A376S) can influence resistance. A376S confers low-level resistance to 
nevirapine, due to a reduced affinity for the inhibitor, and affects template-primer binding. 
 
Transient kinetics have been used to demonstrate that ∆69 in a WT sequence context 
increases 3TC resistance through a 3TCTP versus dCTP discrimination mechanism. In 
comparison with the WT RT, the ∆69 RT showed decreased ability to excise primers terminated 
with AZTMP in the presence of ATP or PPi. These data support the role of the excision 
mechanism in mediating AZT hypersusceptibility. We also demonstrate that the deletion has no 
effect on resistance to foscarnet. Furthermore, the introduction of deletion ∆69 in a sequence 
bearing TAMs M41L and T215Y resulted in a lower ATP-dependent phosphorolytic activity on 
primers terminated with AZTMP or d4TMP. Interestingly, the ∆67 complex (∆67/T69G/K70R) 
showed significant ATP-mediated excision. This complex also increased excision activity on 
thymidine analogue-terminated primers, when introduced in a sequence containing TAMs M41L 
and T215Y. Secondary mutations, such as K219E (a TAM-2 pathway mutation) had no effect 
on rescue reactions catalyzed by the ∆67 RT, while its introduction in the ∆69 RT led to a 
decrease of its PPi-dependent excision activity on both AZT- and d4T-terminated primers. 
Structural changes in the β3-β4 loop generated by these deletions can modify the accessibility 
of the PPi donor to the terminating nucleotide at the 3′ end of the primer. We suggest that the 
evolutionary patterns followed by ∆69 and ∆67 can be explained by their role in the excision 


















1.1 El virus de la inmunodeficiencia humana 
 
 El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) fue identificado como el 
agente causal del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1983 (Barre-
Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984; Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984). Es un 
miembro del género Lentiviridae, el cual incluye a los retrovirus que poseen genomas 
complejos, cuyo material genético se encuentra en forma de ácido ribonucleico (RNA) 
monocatenario.  Tras la infección de la célula, el RNA genómico se convierte en ácido 
desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena, que posteriormente se integra en el genoma 
celular (Baltimore, 1970; Temin y Mizutani, 1970). 
 
 Al igual que otros lentivirus, la envuelta del VIH-1 está constituida por una bicapa 
lipídica derivada de la célula hospedadora. En la envuelta se encuentran dos 
glicoproteínas codificadas en el genoma del virus. La glicoproteína gp120 (SU) está 
expuesta hacia el exterior de la superficie del virión y se encuentra anclada al virus por 
medio de interacciones con la proteína transmembrana (TM, gp41). En el interior del 
virión está la proteína de la matriz (MA, p17) y en el centro se localiza una cápsida cónica 
constituida principalmente por la proteína p24 (CA). La cápsida contiene dos copias del 
genoma del virus, que se estabiliza como un complejo ribonucleoproteico junto con la 
proteína de la nucleocápsida (NC, p7). Además, el genoma del VIH-1 contiene genes que 
codifican para tres enzimas esenciales en su ciclo vital: la proteasa (PR), la 
retrotranscriptasa (RT) y la integrasa (IN). Por último, existen seis proteínas accesorias, 
tres de ellas están ubicadas dentro de los viriones (Nef, Vif y Vpr), y las otras tres (Rev, 
Tat y Vpu) se expresan en la célula hospedadora y no se empaquetan en el virus (Figura 
1A) (revisado en: Turner y Summers, 1999; Adamson y Freed, 2007). 
 
 El genoma del VIH-1 tiene un tamaño aproximado de 9,8 Kb. Se encuentra 
flanqueado en sus extremos 3’ y 5’ por dos extremos repetitivos largos (LTRs), formados 
por las regiones U3, R y U5, responsables del inicio de la retrotranscripción y de la 
poliadenilación del RNA mensajero (RNAm) vírico (revisado en Kilareski et al., 2009). El 
VIH-1 presenta en su genoma tres genes estructurales (gag, pol y env), tres genes 
reguladores (tat, rev y nef) y tres genes accesorios, denominados vif, vpr y vpu. Tres de 
ellos codifican para las poliproteínas Gag, Pol (sintetizada como Gag-Pol) y Env, 
comunes a todos los retrovirus, y que se procesan proteolíticamente para dar lugar a las 







Figura 1. (A) Representación de la estructura del VIH-1. Se indica la localización de las proteínas más representativas 
del virión. (B) Representación esquemática del genoma del VIH-1 y las poliproteínas virales a las que da lugar la 
expresión de sus genes. En ambos extremos se muestran las secuencias repetidas largas (LTR), además de los genes gag, 
pol y env, que codifican las proteínas esenciales del virus, y los genes que codifican las proteínas reguladoras y 
accesorias. También se representan los productos de la expresión de los genes gag, pol y env, así como las proteínas a las 
que dan lugar después del procesamiento llevado a cabo por la proteasa viral y proteasas celulares. Figura adaptada de 
Flint et al, 2001. 
 
Las dos glicoproteínas de la envuelta (gp120 y gp41), codificadas por el gen env, 
se originan a partir de un mismo precursor de 160 kDa (gp160), que después de una 
serie de etapas de glicosilación se procesa por proteasas celulares (revisado en 





denominado Gag. La PR viral procesa el precursor Gag, dando lugar a las proteínas MA, 
CA, NC y p6, y a dos péptidos espaciadores (p1 y p2). El gen pol se expresa como parte 
de una proteína de fusión Gag-Pol, que se genera por un mecanismo de cambio en la 
fase de lectura. Este hecho se da con una frecuencia del 5%, por lo que los productos del 
gen pol están en una proporción aproximada de 1:20 con respecto a los del gen gag 
(Jacks et al., 1988; Wilson et al., 1988). Finalmente, el precursor Gag-Pol se procesa 
dando lugar a las proteínas estructurales del virus y a las enzimas virales PR, RT e IN 
(Figura 1A). 
 
 En la Figura 2 se muestran las etapas principales del ciclo de replicación del VIH. 
El ciclo comienza con el anclaje del virus a la superficie de la célula diana a través de 
interacciones entre la gp120 viral y el receptor específico del virus, la proteína CD4 (1) 
(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984; revisado en Yoon et al., 2010). También 
están implicados en el reconocimiento y entrada del virus correceptores como CXCR4 y 
CCR5, que pertenecen a la familia de los receptores de quimioquinas (Dragic et al., 1996; 
Feng et al., 1996; revisado en Alkhatib, 2009). Una vez que se ha producido la interacción 
de la gp120 con los receptores y correceptores se da el proceso de fusión de la envuelta 
del virus con la membrana celular de la célula hospedadora, que viene mediado por gp41 
(2). Tras un proceso poco conocido, que implica la pérdida de la envuelta y de la cápsida 
viral, se completa la retrotranscripción (3), lo que da lugar a un DNA viral de doble cadena 
que se transporta al núcleo formando parte de un complejo de preintegración, cuya 
composición no se conoce bien pero que incluiría a las proteínas IN, MA, RT, Vpr y 
probablemente NC (4). Vpr sería la responsable de dirigir este complejo hasta el núcleo 
(Fouchier et al., 1997; Nie et al., 1998; Rücker et al., 2004; revisado en Pandey et al., 
2009). A continuación, se produce la integración del DNA viral en el genoma de la célula 
hospedadora, catalizada por la IN (5).  
 
El DNA integrado se denomina DNA proviral. Tras su integración en el genoma 
celular, el virus permanece en un estado latente (revisado en Margolis, 2010). Los 
fenómenos de reactivación y replicación requieren la activación de la célula hospedadora 
a través de varios factores entre los que se encuentran antígenos, mitógenos y 
citoquinas, entre otros (Shaw et al., 1988; Laughlin y Pomerantz, 1994; revisado en Dahl 
et al., 2010). La transcripción del DNA provírico por la RNA polimerasa II de la célula 
hospedadora (6) produce transcritos de RNA de tamaño completo. Algunas de estas 
moléculas se exportan del núcleo y se utilizan como RNAm (7), donde serán traducidos 
para producir las poliproteínas precursoras Gag y Gag-Pol (8). Otra parte de las 








Figura 2. Resumen del ciclo de replicación viral del VIH-1, desde la adsorción y fusión con una célula hasta la 
producción y salida de nuevas partículas virales. Figura adaptada de Flint et al., 2001. 
 
(“splicing”) (10) dentro del núcleo para generar el RNAm de las proteínas precursoras de 
la poliproteína Env (11). El RNAm de env es traducido por ribosomas del retículo 
endoplásmico. Las proteínas derivadas del gen env se transportan a través del aparato 
de Golgi (12) donde se glicosilan y se procesan para formar la glicoproteína de superficie 
(SU, gp120) y la proteína transmembrana (TM, gp41) (Figura 1A). Estas proteínas 





Kräusslich y Welker, 1996; revisado en Freed y Mouland, 2006). Los componentes del 
virión inmaduro (RNA viral, precursores Gag y Gag-Pol y glicoproteínas de membrana) se 
ensamblan en sitios de gemación (14, 15) (Patnaik et al., 2000). Posteriormente, las 
poliproteínas virales Gag y Gag-Pol se procesan por la PR viral para dar lugar a 
partículas infecciosas maduras (16) (Cimarelli y Darlix, 2002; Louis et al., 2007; revisado 
en Bieniasz, 2009). 
 
1.2 La RT del VIH-1 
 
1.2.1 Características y función de la RT del VIH-1 
 
 La RT es la enzima clave en el ciclo biológico de los retrovirus, ya que cataliza la 
síntesis de DNA proviral de doble cadena a partir del RNA genómico monocatenario del 
virus (veánse revisiones recientes de Castro et al., 2006; Basavapathruni y Anderson, 
2007; Sarafianos et al., 2009). La RT es una enzima multifuncional que presenta 
actividades DNA polimerasa dependiente de RNA y de DNA y actividad endonucleasa 
[ribonucleasa H (RNasa H)], además de capacidad de cambio de molde y de 
desplazamiento de cadena. 
   
La RT del VIH-1 es un heterodímero asimétrico, constituido por dos subunidades 
de 66 y 51 kDa denominadas p66 y p51, respectivamente (di Marzo Veronese et al., 
1986; Lightfoote et al., 1986). Aunque no se conoce con exactitud cuáles son los 
intermediarios en el procesamiento de Gag-Pol que llevan a la formación del 
heterodímero funcional p66/p51, se sabe que in vitro, homodímeros p66/p66 pueden 
convertirse en heterodímeros p66/p51 por acción de la PR viral. Esta enzima realiza un 
corte endoproteolítico, entre los aminoácidos 440 y 441, en una de las dos cadenas que 
forman el homodímero. 
 
 La subunidad p66 de la RT contiene los sitios activos para las dos actividades 
enzimáticas de la enzima (DNA polimerasa y RNasa H). El dominio DNA polimerasa se 
encuentra situado en la región N-terminal, y el dominio RNasa H abarca los últimos 120 
aminoácidos del extremo C-terminal. Ambos dominios catalíticos están conectados por 
una estructura denominada “connection”.  Esta región es sensible a la acción de la PR 
(Arts y Wainberg, 1996; Hottiger y Hübscher, 1996). Por otro lado, la subunidad p51 juega 
un papel estructural. Se ha observado que p51 contribuye a la estabilidad del 
heterodímero, manteniendo la conformación correcta de p66 durante el inicio de la 





También parece estar implicada en el proceso de unión de la RT al complejo molde-
iniciador (Harris et al., 1998; Pandey et al., 2001). 
 
1.2.2 Motivos conservados en DNA y RNA polimerasas 
 
Las DNA y RNA polimerasas presentan homología estructural y secuencias 
comunes a muchas de ellas, a pesar de las diferencias en su estructura primaria (Argos, 
1988; Bruenn, 2003; Delarue et al., 1990; Sonntag y Darai, 1995). En la Figura 3 se 
muestran secuencias de aminoácidos de varias RTs de retrovirus, en las que se indican 
los motivos conservados presentes en DNA y RNA polimerasas. 
 
 
                   MOTIVOS 1-2                                          MOTIVO A 
            _______________________                              ___________________ 
 
          60        70         80        90         100        110       120       130       140 
           |         |          |         |          |          |         |         |         |  
VIH-1  .. NPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLV DFRELNKRTQDFWEVQLG IPHPAGLKKKKS VTVLDVGDAYFSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETP 
VIH-2  .. NPYNTPTFAIKKKDKNKWRMLI DFRELNKVTQDFTEIQLG IPHPAGLAKKRR ITVLDVGDAYFSIPLHEDFRPYTAFTLPSVNNAEP 
Mo-MLV .. SPWNTPLLPVKKPGTNDYRP VQDLREVNKRVEDIHPTVPNPYNLLSGLPPSHQWYTVLDLKDAFFCLRLHPTSQPLFAFEW RDPEMGI 
SIV   .. NAYNTPVFCIKKKDKSQWRMLV DFRELNKATQDFFEVQLG IPHPSGFEKMTE ITVLDIGDAYYSIPLDPEFRKYTAFTIPSVNNQGP 
EIAV  .. NPYNSPIFVIKK RSGKWR LLQDLRELNKTVQVGTEISRG LPHPGGLIKCKH MTVLDIGDAYFTIPLDPEFRPYTAFTIPSINHQEP 
FIV  .. NPWNTPVFAIKKK SGKWRMLI DFRELNKLTEKGAEVQLG LPHPAGLQIKKQ VTVLDIGDAYFTIPLDPDYAPYTAFTLPRKNNAGP 
VISNA  .. WTCNTPIFCIKKK SGKWRMLI DFRELNKQTEDLAEAQLG LPHPGGLQRKKH VTILDIGDAYFTIPLYEPYRQYTCFTMLSPNNLGP  
CAEV  .. WTCNTPIFCIKKK SGKWRMLI DFRELNKQTEDLTEAQLG LPHPGGLQKKKH VTILDIGDAYFTIPLYEPYREYTCFTLLSPNNLGP  
HTLV-I .. GPGNNPVFPVKK ANGTWR FIHDLRATNSLTIDLSSSSPGPPDLSSLPTTLAH LQTIDLKDAFFQIPLPKQFQPYFAFTVPQQCNYGP 
HTLV-II .. GPGNNPVFPVKK PNGKWR FIHDLRATNAITTTLTSPSPGPPDLTSLPTALPH LQTIDLTDAFFQIPLPKQYQPYFAFTIPQPCNYGP 
BLV  .. GPGNNPVFPVRK PNGAWR FVHDLRATNALTKPIPALSPGPPDLTAIPTHPPH IICLDLKDAFFQIPVEDRFRFYLSFTLPSPGGLQP 
RSV  .. SCWNTPVFVIRK ASGSYR LLHDLRAVNAKLVPFGAVQQG APVLSALPRGWP LMVLDLKDCFFSIPLAEQDREAFAFTLPSVNNQAP 
MMTV  .. SPWNTPVFVIKKK SGKWR LLQDLRAVNATMHDMGALQPG LPSPVAVPKGWE IIIIDLQDCFFNIKLHPEDCKRFAFSVPSPNFKRP 
MPMV  .. SPWNTPIFVIKKK SGKWR LLQDLRAVNATMVLMGALQPG LPSPVAIPQGYL KIIIDLKDCFFSIPLHPSDQKRFAFSLPSTNFKEP 
        ***** ***     **  * *** **           *                 *** * ** * *        ** *       * 
 
                      MOTIVO B’                     MOTIVO C                        MOTIVO D     MOTIVO E 
                 __________________                ___________                     ____________ __________ 
 
          150       160       170       180       190       200       210       220        230 
                     |         |         |         |         |         |         |         |          | 
VIH-1  GIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLTPPDKKHQK EPPFLWMGYEL 
VIH-2  GKRYIYKVLPQGWKGSPAIFQHTMRQVLEPFRKANKDVIIIQYMDDILIASDRTDLEHDRVVLQLKELLNGLGFSTPDEKFQK DPPYHWMGYEL 
Mo-MLV SGQLTWTRLPQGFKNSPTLFDEALHRDLADFRIQHPDLILLQYVDDLLLAATSELDCQ QGTRALLQTLGNLGYRASAKKAQICQKQVKYLGYLL 
SIV   GTRYQFNCLPQGWKGSPTIFQNTAASILEEIKKELKPLTIVQYMDDLWVGSQEDEYTHDRLVEQLRMKLSAWGLETPDKKVQK KPPYEWMGYKL 
EIAV  DKRYVWNCLPQGFVLSPYIYQKTLQEILQPFRERYPEVQLYQYMDDLFVGSNGSKKQHKELIIELRAILLEKGFETPDDKLQE VPPYSWLGYQL 
FIV  GRRFVWCSLPQGWILSPLIYQSTLDNIIQPFIRQNPQLDIYQYMDDIYIGSNLSKKEHKEKVEELRKLLLWWGFETPEDKLQE EPPYTWMGYEL 
VISNA  CVRYYWKVLPQGWKLSPAVYQFTMQKILRGWIEEHPMIQFGIYMDDIYIGSDLGLEEHRGIVNELASYIAQYGFMLPEDKRQE GYPAKWLGFEL 
CAEV  CKRYYWKVLPQGWKLSPSVYQFTMQEILEDWIQQHPEIQFGIYMDDIYIGSDLEIKKHREIVKDLANYIAQYGFTLPEEKRQK GYPAKWLGFEL 
HTLV-I GTRYAWRVLPQGFKNSPTLFEMQLAHILQPIRQAFPQCTILQYMDDILLASPSHADLQL LSEATMASLISHGLPVSENKTQQTPGTIKFLGQII 
HTLV-II GTRYAWTVLPQGFKNSPTLFEQQLAAVLNPMRKMFPTSTIVQYMDDILLASPTNEELQQ LSQLTLQALTTHGLPISQEKTQQTPGQIRFLGQVI 
BLV  HRRFAWRVLPQGFINSPALFERALQEPLRQVSAAFSQSLLVSYMDDILYASPTEEQRSQ CYQALAARLRDLGFQVASEKTSQTPSPVPFLGQMV 
RSV  ARRFQWKVLPQGMTCSPTICQLVVGQVLEPLRLKHPSLCMLHYMDDLLLAASSHDGLEA AGEEVISTLERAGFTISPDKVQR EPGVQYLGYKL 
MMTV  YQRFQWKVLPQGMKNSPTLCQKFVDKAILTVRDKYQDSYIVHYMDDILLAHPSRSIVDE ILTSMIQALNKHGLVVSTEKIQK YDNLKYLGTHI 
MPMV  MQRFQWKVLPQGMANSPTLCQKYVATAIHKVRHAWKQMYIIHYMDDILIAGKDGQQVLQ CFDQLKQELTAAGLHIAPEKVQL QDPYTYLGFEL 
    ** *  *****  ** *        *  *        *  *******                       **     * *       ***  *
  
 
Figura 3. Alineamientos de secuencias de RTs de retrovirus. Se muestran los motivos conservados 1-2, A, B’, C, D y 
E del dominio polimerasa. La numeración corresponde a la secuencia de la RT del VIH-1. Los residuos conservados se 
indican mediante un asterisco bajo el alineamiento. Los aminoácidos estrictamente conservados se encuentran 
sombreados. Las abreviaturas utilizadas son: VIH-1, virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1; VIH-2, virus de la 
inmunodeficiencia humana tipo 2; Mo-MLV, virus Moloney de la leucemia de ratón; SIV, virus de la inmunodeficiencia 
de simios; EIAV, virus de la anemia infecciosa equina; FIV, virus de la inmunodeficiencia felina; VISNA, virus Visna; 
CAEV, virus de la encefalitis artrítica de cabra; HTLV-I, virus de la leucemia de células T humana tipo I; HTLV-II, virus 
de la leucemia de células T humana tipo II; BLV, virus de la leucemia bovina; RSV, virus del sarcoma de Rous; MMTV, 
virus del tumor mamario de ratón; MPMV, virus Mason-Pfizer de monos. Figura tomada de Menéndez-Arias et al., 
2002a. 
 
Existen dos motivos, denominados A y C que se caracterizan por poseer cada uno 
un residuo de ácido aspártico muy conservado presente en todas las polimerasas. Los 
motivos D y E por otro lado, sólo se encuentran en las polimerasas dependientes de RNA 





existen otros dos motivos, denominados 1-2, que se encuentran conservados en RTs de 
retrovirus, DNA polimerasas dependientes de RNA y en numerosos retroelementos 
(revisado en Menéndez-Arias, 2002a). 
 
 
1.2.3 Estructura de la RT 
La estructura cristalográfica de la RT del VIH-1 ha sido determinada en ausencia 
de ligando (Esnouf et al., 1995; Rodgers et al., 1995; Hsiou et al., 1996), asociada a 
complejos RNA/DNA portadores de varios residuos de purina (polipurina) (Sarafianos et 
al., 2001), asociada a inhibidores análogos a nucleótido como el tenofovir (Tuske et al., 
2004), asociada a inhibidores no análogos a nucleósido  (Kohlstaedt et al., 1992; 
Smerdon et al., 1994; Wang et al., 1994; Ding et al., 1995a,b; Ren et al., 1995a,b; Das et 
al., 1996; Hopkins et al., 1996; Esnouf et al., 1997; Hsiou et al., 1998; Ren et al., 1998a,b, 
2000a,b,c, 2004 ; Himmel et al., 2005; Das et al., 2005, 2007, 2008; Ren et al., 2008; 
Kertesz et al., 2010; Landson et al., 2010) o asociada a complejos molde-iniciador 
formados por DNA heteropolimérico (Jacobo-Molina et al., 1993; Ding et al., 1997; 
Sarafianos et al., 1999b; Tu et al., 2010). También se ha obtenido la estructura de la RT 
acomplejada con un molde-iniciador DNA/DNA heteropolimérico y el dNTP entrante 
(Huang et al., 1998). 
 
Los análisis estructurales llevados a cabo con la RT del VIH-1 han revelado que el 
dominio polimerasa de la enzima contiene 4 subdominios comunes a p66 y p51 
denominados “fingers” (residuos 1-85 y 118-155), “palm” (residuos 86-177 y 156-236), 
“thumb” (237-318) y “connection” (319-426) (Kohlstaedt et al., 1992; Jacobo-Molina et al., 
1993) y sólo en la subunidad p66, se encuentra también el dominio RNasa H (Figura 4). 
Sin embargo, el plegamiento de los subdominios de la subunidad p51 ocurre de forma 
diferente al de la subunidad p66, a pesar de que sus secuencias de aminoácidos son 
idénticas hasta el residuo Phe440. Como en otras DNA polimerasas, el empaquetamiento 
de los subdominios de p66 da lugar a una estructura que se asemeja a una mano 
derecha abierta, creando una hendidura donde el complejo molde-iniciador interacciona. 
Esta hendidura está formada por residuos muy conservados en los subdominios “fingers” 
y “palm” junto con dos hélices α del subdominio “thumb”, que posicionan al complejo 






Figura 4. Estructura de la RT del VIH-1 formando un complejo ternario con un molde-iniciador DNA/DNA 
heteropolimérico y dTTP (PDB 1RTD) (Huang et al., 1998). Se muestran los dominios DNA polimerasa (constituidos 
por los subdominios “fingers”, “palm”, “thumb”) y RNasa H, unidos entre sí a través del subdominio “connection”. En 
marrón aparece representada la subunidad p51 de la RT. En el complejo molde-iniciador, la cadena que forma el molde 
se representa en naranja y la que forma el iniciador en morado claro. En rojo se muestra el nucleótido trifosfato entrante, 
dTTP. Esta figura se ha realizado con el programa “PyMOL Molecular Graphics System” (DeLano Scientific).  
 
En el centro activo se localizan tres residuos de ácido aspártico, Asp110, Asp185 
y Asp186, que forman la tríada catalítica, imprescindibles para que se lleve a cabo la 
reacción de polimerización (Larder et al., 1987; Le Grice et al., 1991; Lowe et al., 1991; 
Boyer et al., 1992; Hostomsky et al., 1992; Kaushik et al., 1996). Estos residuos 
catalíticos ocupan una posición interna en la subunidad p51 debido a que en ella, el 
subdominio “fingers” se cierra sobre el subdominio “palm” (revisado en Hottiger y 
Hübscher, 1996; Menéndez-Arias, 2002a; Sarafianos et al., 2009).   
 
En la estructura cristalográfica de la RT unida a un complejo molde-iniciador 
DNA/DNA heteropolimérico y al dNTP entrante (Huang et al., 1998) se observan diversos 
residuos en torno al centro activo que podrían tener un papel importante en la actividad 
DNA polimerasa, a través de posibles interacciones con el complejo molde-iniciador, el 
dNTP entrante, y otros residuos de la RT. El grupo trifosfato del dNTP se encuentra 
coordinado con las cadenas laterales de los residuos Lys65 y Arg72, las cadenas 
principales de los residuos Asp110 y Ala114, y con un átomo de magnesio (Figura 5). Un 
segundo átomo de magnesio contacta con las cadenas laterales de los Asp110, Asp185 y 
Asp186, que forman la tríada catalítica. Las cadenas laterales de la Arg72 y la Gln151 se 
sitúan en la cara externa de la base nitrogenada del dNTP entrante, mientras que su 
anillo de ribosa se encuentra en una hendidura definida por las cadenas laterales de los 





Phe160, Tyr183 y Met184 podrían afectar también a la unión del dNTP, aunque de 





Figura 5. Estructura del sitio de unión del dNTP en la estructura de la RT del VIH-1. En rojo se muestran los 
residuos más relevantes para la unión del dNTP (que se muestra en azul claro). El átomo de Mg2+ que se coordina con el 
dNTP se representa en amarillo. Un segundo átomo de Mg2+ se encuentra contactando los residuos Asp110, Asp185 y 
Asp186 que forman la tríada catalítica. Las coordenadas han sido obtenidas del Protein Data Bank (código 1RTD) 




1.3 Tratamiento antirretroviral 
 
 La RT es una diana crucial en el desarrollo de fármacos antirretrovirales. Los 
inhibidores análogos y no análogos a nucleósidos de la RT (NRTIs y NNRTIs, 
respectivamente) se utilizan habitualmente en terapias contra la infección del VIH 
(revisado en: Vivet-Boudou et al., 2006; Ren y Stammers, 2008; Sluis-Cremer y 
Tachedjian, 2008; Menéndez-Arias, 2010) (Figura 6).   
 
En la actualidad, la terapia HAART (del inglés, “highly active antiretroviral 
therapy”) es la más utilizada para el tratamiento contra el VIH-1 y consiste en una 
combinación de inhibidores dirigidos contra dos o más dianas terapéuticas. Las terapias 
HAART más frecuentes incluyen uno o dos NRTIs, un NNRTI y/o un inhibidor de la 
proteasa, y en ocasiones, un inhibidor de la fusión o un inhibidor de la integrasa. Un 
ejemplo de terapia HAART muy utilizada actualmente es la basada en tenofovir, 





Las terapias combinadas han mejorado notablemente la duración y calidad de 
vida de los pacientes infectados por el VIH (Palella et al., 1998; Carpenter et al., 2000). 
Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos se encuentra limitada por factores como la 
tolerabilidad, la toxicidad a largo plazo y la adherencia a los fármacos. El uso prolongado 
de fármacos antirretrovirales en los tratamientos clínicos de pacientes infectados que han 
sufrido fracasos repetidos y los cambios frecuentes en las terapias antirretrovirales se 
asocian con la acumulación de mutaciones de resistencia, provocando un aumento en la 
resistencia fenotípica y en la selección de variantes multirresistentes del VIH-1 (revisado 
en Johnson et al., 2009; Menéndez-Arias, 2010). 
 
 
Figura 6. Estructuras químicas de NRTIs (A) y NNRTIs (B) aprobados para su uso clínico. 
 
 
La aparición de resistencia a fármacos antirretrovirales puede darse aún cuando 
los niveles de replicación viral son bajos o modestos. La selección de las mutaciones de 
resistencia se explica por la baja fidelidad de la RT del VIH-1, la alta tasa de replicación 





antirretrovirales se genera a través de la acumulación de una o más mutaciones en la 
región codificante de la RT del VIH-1. Por lo general, las mutaciones de resistencia 
aparecen como consecuencia de una pérdida de “fitness” viral y a veces vienen 
acompañadas de mutaciones compensatorias que mejoran la capacidad replicativa del 
virus (revisado en Menéndez-Arias et al., 2003; Martínez-Picado y Martínez, 2008). 
 
1.3.1 NRTIs  
Actualmente, son siete los NRTIs aprobados para el tratamiento de pacientes 
infectados por el VIH (Figura 6A): β-D-(+)-3’-azido-3’-desoxitimidina (zidovudina, AZT), β-
D-(+)-2’,3’-dideshidro-2’,3’didesoxitimidina (estavudina, d4T), β-L-(-)-2',3'-didesoxi-3'-
tiacitidina (lamivudina, 3TC), β-L-(-)-2’,3’-didesoxi-5-fluoro-3’-tiacitidina (emtricitabina, 
FTC), β-D-(+)-2’,3’-didesoxiinosina (didanosina, ddI), β-D-(+)-2’,3’-didesoxicitidina 
(zalcitabina, ddC) y (-)-(1S,4R)-4-[2-amino-6-(ciclopropilamino)-9H-purin-9-il]-2-
ciclopenten-1-metanol (abacavir), así como un inhibidor análogo a nucleótido derivado de 
fosfonato acíclico [R-9-(2-fosfonometoxipropil)adenina, tenofovir], comercializado como 
tenofovir disoproxil fumarato. Además, existen otros NRTIs en distintas fases de 
desarrollo preclínico (Gu et al., 2006; Wang et al., 2007; revisado en Jochmans, 2008; 
Cahn y Wainberg, 2010). 
 
Los NRTIs actúan como terminadores de cadena, ya que carecen de un grupo 
hidroxilo (3´OH) en su anillo de ribosa, y por lo tanto su incorporación bloquea la 
elongación de la cadena de DNA que se está sintetizando. Dentro de la célula, estos 
inhibidores deben ser fosforilados por quinasas celulares a su forma activa 5´-trifosfato, 
para así poder actuar como inhibidores competitivos del sustrato natural de la RT y ser 
incorporados en el DNA recién sintetizado.  
 
 
La eficacia terapéutica de los NRTIs está condicionada, en parte, por la eficiencia 
del proceso de activación de los fármacos por las quinasas celulares (Merta et al., 1992; 
Kakuda, 2000; De Clercq y Holy, 2005; Ray, 2005; Schinazi et al., 2006; Bazzoli et al., 
2010). Otros factores que limitan la capacidad de los NRTIs para reducir la replicación 
viral son su absorción, transporte, metabolismo y su incorporación al DNA. Además, el 
tratamiento prolongado con éstos fármacos se asocia con cuadros clínicos que incluyen 
hiperlactemia y acidosis láctica, neuropatías, pancreatitis y lipoatrofia (Nolan y Mallal, 
2004; Hammond et al., 2010). Algunos de estos efectos adversos parecen estar 
relacionados con la inhibición de la DNA polimerasa mitocondrial γ (Lewis et al., 2003; 





mitocondrial y por lo tanto, su inhibición altera la estructura y función de la mitocondria, lo 
que conlleva la pérdida de su función bioenergética. 
 
1.3.1.1 Resistencia a NRTIs 
 
El primer compuesto utilizado en terapia contra la infección por el VIH-1, fue el 
AZT. Se observó que la sensibilidad a este fármaco disminuía en pacientes sometidos a 
monoterapia durante 6 meses o más (Larder et al., 1989a,b). Las primeras mutaciones de 
resistencia a AZT descritas fueron M41L, D67N, K70R, L210W, T215F/Y y K219Q (Larder 
y Kemp, 1989). Tras la incorporación a las terapias anti-VIH de nuevos fármacos de este 
grupo (como por ejemplo, ddC, ddI o d4T), se identificaron muchas otras mutaciones de 
resistencia. Curiosamente, en los pacientes sometidos a tratamiento con el d4T, se 
observaba la aparición de las mismas mutaciones de resistencia que con el AZT (Lin et 
al., 1994; Izopet et al., 1999; Pellegrin et al., 1999; Coakley et al., 2000). Estas 
mutaciones se denominaron “mutaciones de resistencia asociadas a timidina” (TAMs) y 
en el 10% de los casos aparecen con el tratamiento con ddI (Demeter et al., 1995; 
Winters et al., 1997). Las TAMs afectan a residuos de los subdominios “fingers” y “palm” 
de la RT. 
 
  
Las mutaciones de resistencia a NRTIs aparecen más frecuentemente en residuos 
próximos al sitio de unión del nucleótido o que interaccionan con el dNTP entrante. Por 
ejemplo, mutaciones de resistencia tales como K65R, T69G y L74V se encuentran en la 
horquilla β3-β4 (β3-β4 “hairpin loop”), ubicada en el subdominio “fingers” de la subunidad 
p66 y que interacciona con el dNTP entrante. Las mutaciones que forman el “complejo de 
la Q151M” (A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151M) afectan a la estructura del sitio de unión 
del dNTP entrante, mientras que la mutación M184V confiere niveles altos de resistencia 
al 3TC y afecta las interacciones con el anillo de ribosa del dNTP entrante. En la Figura 7 
se muestra un resumen con las mutaciones de resistencia en la RT del VIH-1 asociadas 
al uso de los NRTIs.   
 
 
La resistencia a NRTIs puede darse a través de dos mecanismos moleculares 
diferentes, bien por alteraciones en la eficiencia de discriminación entre los dNTPs 
naturales y los NRTIs trifosforilados, o bien por la adquisición por parte de la RT de una 
actividad fosforolítica que permite la escisión de los inhibidores una vez incorporados en 
la cadena creciente de DNA. Estos mecanismos de resistencia no son mutuamente 





es modulada por mutaciones que están involucradas en la discriminación entre dNTPs y 
NRTIs fosforilados (por ejemplo, K65R o L74V). 
 
A) Discriminación en la incorporación de NRTIs trifosforilados frente a dNTPs 
Mediante este mecanismo se reduce la capacidad de la RT para incorporar al 
DNA la forma trifosfato del inhibidor. En general, la adquisición de la resistencia viene 
dada por la aparición de una o más mutaciones que confieren a la RT la habilidad de 
discriminar entre el sustrato natural (dNTP) y la forma trifosfato del NRTI. De esta forma, 
la resistencia está normalmente asociada con un descenso de la eficiencia catalítica 
(kpol/Kd) para la incorporación del NRTI trifosforilado. Esto puede ocurrir por una pérdida 
de afinidad por el inhibidor (aumento en la Kd) y/o por una reducción en su velocidad de 
incorporación (descenso en la kpol).  
 
 
Figura 7. Mutaciones en la RT asociadas a resistencia a NRTIs.  indica una inserción de dos aminoácidos (Ser-Ser, 
Ser-Ala o Ser-Gly) entre los codones 69 y 70. Figura adaptada de Johnson et al., 2009. 
 
La Tabla 1 muestra una serie de mutaciones individuales que producen 





trifosforilados, cuando están en un contexto de secuencia “wild type” (WT). Estas 
mutaciones se encuentran normalmente cerca del centro activo de la enzima, en el sitio 
de unión del dNTP. En ocasiones, los niveles de resistencia se ven incrementados 
cuando estas mutaciones se encuentran en combinación o asociadas con otras 
mutaciones secundarias que aumentan el efecto de las mutaciones principales.  
  
Tabla 1. Mutaciones en la RT que aumentan la capacidad de discriminación entre 
NRTIs fosforilados y dNTPs. 
 
 
Mutación Localización (subdominio) Resistencia 
Mecanismo 
dependiente de Comentarios Ref. 




K65R “fingers” (horquilla β3-β4) 
ddC kpol-Kd 
Suprime la resistencia a AZT 1-6 
K70E “fingers” (horquilla β3-β4) 
tenofovir kpol 
Su aparición precede a K65R 




L74V “fingers” (horquilla β3-β4) 
ddNTPs, 
abacavir kpol-Kd 
Disminuye la capacidad 
replicativa del virus 
Suprime la resistencia a AZT 
2, 8- 
14 
V75I “fingers” (horquilla β3-β4) aciclovir
a kpol 
Mutación accesoria del 
complejo de la Q151M 15-16 





Q151M “palm” multirresistencia kpol 
Mutación accesoria del 






Antagonista de K65R 
(suprime resistencia a 
tenofovir) 




Las referencias (ref.) corresponden a los siguientes artículos: (1) Selmi et al., 2001; (2) Deval et al., 2004a,b; (3) Deval et 
al., 2005; (4) Feng et al., 2006; (5) White et al., 2006 (6) Sluis-Cremer et al., 2007; (7) Kagan et al., 2007; (8) Ueno et 
al., 1997; (9) Martin et al., 1993; (10) Sharma y Crumpacker, 1997; (11) Sharma y Crumpacker, 1999; (12) St Clair et 
al., 1991; (13) Miranda et al., 2005; (14) Frankel et al., 2005; (15) McMahon et al., 2008; (16) Tchesnokov et al., 2009; 
(17) Lacey y Larder, 1994; (18) Petropoulos et al., 2000; (19) Lennerstrand et al., 2001; (20) Shirasaka et al., 1995; (21) 
Ueno et al., 1995; (22) Kaushik et al., 2000; (23) Deval et al., 2002; (24) Ray et al., 2002a; (25) Frangeul et al., 2008; 
(26) Feng y Anderson, 1999; (27) Sarafianos et al., 1999a; (28) Wilson et al., 1996; (29) Krebs et al., 1997; (30) Ray et 
al., 2002b.  
 
a El aciclovir es un análogo a nucleósido que inhibe la replicación de herpes simplex. Inhibe la replicación del VIH-1 en 
pacientes coinfectados con herpes simplex. El aciclovir fosforilado actúa como terminador de cadena, inhibiendo a la RT 







Dos ejemplos representativos de mutaciones que confieren resistencia a NRTIs a 
través de un mecanismo de discriminación son M184I/V y el complejo de la Q151M, que 
describimos con mayor detalle a continuación: 
 
i) M184V/I y su papel en resistencia a 3TC 
 
La Met184 está localizada en el subdominio “palm” de la RT, dentro del motivo 
catalítico altamente conservado “YMDD”. La cadena lateral de Met184 interacciona con el 
extremo 3’ del iniciador y el dNTP entrante (Huang et al., 1998). La resolución de 
estructuras cristalográficas de la RT portadora del cambio M184I, en presencia y 
ausencia de un complejo molde-iniciador DNA/DNA, ha sugerido que la presencia de Ile 
(o eventualmente Val) en esta posición impide la unión del anillo oxatiolano del 3TC, 
debido al mayor grosor de la cadena lateral del aminoácido que ocupa la posición 184 
(Sarafianos et al., 1999a). Esto de lugar a una disminución significativa de la eficiencia 
catalítica (kpol/Kd) de la RT mutante en la incorporación de 3TCTP al DNA naciente (Krebs 
et al., 1997; Feng y Anderson, 1999; Deval et al., 2004a,b, 2005; Kellinger y Johnson., 
2010). 
 
ii) Multirresistencia a NRTIs mediada por el complejo de la Q151M 
 
 La adquisición de resistencia a través de la vía de Q151M se observó por primera 
vez en virus de pacientes que habían recibido tratamiento con AZT y ddI. Los virus 
resistentes contenían los cambios de aminoácido A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151M 
(Shirasaka et al., 1995). La primera mutación en aparecer era Q151M y se observó que 
confería bajos niveles de resistencia a AZT, ddI, ddC, d4T, abacavir y tenofovir 
(Shirasaka et al., 1995; Iversen et al., 1996; Kavlick et al., 1998; Paolucci et al., 2004) y 
resistencia moderada a apricitabina (Gu et al., 2006). Gln151 está localizada en el 
subdominio “palm” de la RT del VIH-1 y su cadena lateral interacciona con el dNTP 
entrante, contactando con la ribosa y la base nitrogenada del dNTP entrante (Huang et 
al., 1998).  
 
Las mutaciones de resistencia del complejo de la Q151M (A62V, V75I, F77L, 
F116Y y Q151M) afectan a la red de enlaces de hidrógeno entre el dNTP entrante y la RT 
(Huang et al., 1998; revisado en Menéndez-Arias, 2010) (Figura 8). Estudios cinéticos en 
el estado estacionario demostraron que el cambio Q151M y las mutaciones 
acompañantes alteran el reconocimiento de los NRTIs (Ueno et al., 1995; Kaushik et al., 
2000; Lennerstrand et al., 2001). Estas observaciones se confirmaron posteriormente 





al., 2002) (Tabla 1). El mecanismo de resistencia mediado por Q151M y sus mutaciones 
asociadas implica una reducción de la constante catalítica (kpol) de incorporación del 
análogo a nucleótido, como se ha demostrado para AZTTP frente a dTTP (Deval et al., 
2002), d4TTP frente a dTTP (Deval et al., 2005), ddCTP frente a dCTP (Deval et al., 
2002) y carbovir-TP frente a dGTP (Ray et al., 2002a). El descenso de la kpol podría 
atribuirse a la pérdida de la red de interacciones establecida con el dNTP entrante. Las 
mutaciones del complejo de la Q151M confieren resistencia a múltiples análogos a 
nucleósido, pero no a nevirapina y otros NNRTIs. 
 
 
Figura 8. Estructura del sitio de unión del dNTP entrante y localización de los aminoácidos implicados en el 
complejo de la Q151M. Las coordenadas han sido obtenidas del Protein Data Bank (código 1RTD) (Huang et al., 
1998). Esta figura se ha realizado con el programa “PyMOL Molecular Graphics System” (DeLano Scientific). 
 
 
.B) Escisión de NRTIs 
 
Estudios bioquímicos iniciales revelaron que el mecanismo de resistencia en RTs 
del VIH-1 resistentes a AZT (por ejemplo D67N/K70R/T215F/K219Q) no está basado en 
discriminación entre sustrato natural e inhibidor (Lacey et al., 1992; Carroll et al., 1994; 
Krebs et al., 1997), sino que se debe a la adquisición por parte de la enzima resistente de 
una mayor capacidad para desbloquear el extremo 3’ del iniciador a través de un 
mecanismo de fosforolisis dependiente de ATP o pirofostafo (PPi) (Arion et al., 1998; 
Meyer et al., 1999; Selmi et al., 2003; Deval et al., 2004a; revisado en Goldschmidt y 
Marquet, 2004; Sarafianos et al., 2004; Menéndez-Arias, 2010). Esta reacción de escisión 
ocurre mediante el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo del PPi o de un grupo hidroxilo 





al., 2005) sobre el enlace fosfodiéster terminal del iniciador bloqueado con AZT-
monofosfato (AZTMP) (Figura 9). 
 
La actividad de la reacción de escisión ha sido bien caracterizada in vitro. Estos 
estudios han mostrado que la eficiencia de la escisión depende de varios factores como: 
(i) la naturaleza de la hebra molde (RNA o DNA) (Rigourd et al., 2002; Ray et al., 2003; 
Nikolenko et al., 2005), (ii) el contexto de secuencia del molde de DNA o RNA (Meyer et 
al., 2004, 2007), (iii) la concentración de Mg2+ (Goldschmidt et al., 2006) y (iv) el análogo 
de nucleósido que bloquea el iniciador. Aunque los iniciadores bloqueados con AZT son 
muy buenos sustratos para la escisión mediada por ATP, otros análogos a nucleósido 
pueden ser eliminados de iniciadores bloqueados utilizando el mismo mecanismo. Se ha 
observado que los inhibidores análogos a timidina [por ejemplo, AZT, d4T y 
didesoxitimidina (ddT)] son los mejores sustratos de la reacción, mientras que los 
análogos a citidina [por ejemplo, ddC-monofosfato (ddCMP) y 3TC-monofosfato 
(3TCMP)] se escinden de manera muy ineficiente (Meyer et al., 1999, 2000; Boyer et al., 
2001; Mas et al., 2002; Naeger et al., 2002; Ray et al., 2003).  
 
Otro factor importante en la eficiencia de la escisión es la presencia del siguiente 
nucleótido complementario, lo que lleva a la formación de un complejo estable 
denominado “dead-end complex” que bloquea la reacción de escisión (Tong et al., 1997; 
Meyer et al., 1999) (Figura 9). La escisión de d4T-monofosfato (d4TMP), ddT-
monofosfato (ddTMP) y ddA-monofosfato (ddAMP) podría inhibirse a las concentraciones 
del siguiente nucleótido complementario presentes en la célula [concentración inhibitoria 
al 50% (CI50) = 0,5 - 25 µM] (Meyer et al., 2000; Boyer et al., 2001; Mas et al., 2002). Sin 
embargo, el rescate de AZTMP no se inhibe a concentraciones fisiológicas de dNTP (CI50 
> 0,25 mM). Estos datos explicarían por qué las TAMs confieren mayores niveles de 
resistencia a AZT que a d4T y ddI [cuyo metabolito activo es ddA-trisfosfato (ddATP)], en 
ensayos fenotípicos. 
 
La colocación correcta del iniciador bloqueado con el inhibidor en su extremo 3’ es 
otro factor importante en la reacción de escisión. Para que la reacción de escisión ocurra, 
el extremo 3’ del iniciador bloqueado debe estar en el sitio N (“nucleotide binding site”), 
dando lugar a la formación de un complejo pre-translocado (complejo N) (Boyer et al., 
2001; Sarafianos et al., 2002; Marchand y Götte, 2003; revisado en Goldschmidt y 
Marquet., 2004; Menéndez-Arias, 2008; Sarafianos et al., 2009). La translocación al sitio 
P (“primer binding site”) ocurre después, tras la unión del dNTP y la liberación del PPi, 





demostrado que se establece un equilibrio dinámico entre la posición del extremo 3’ del 
iniciador en los sitios N y P, antes de la unión del dNTP y después de la liberación del PPi 
(Marchand y Götte, 2003). Según este modelo, el siguiente dNTP complementario 
bloquea la reacción de escisión porque fuerza el equilibrio hacia el estado post-
translocado (complejo P) (Marchand y Götte, 2003) (Figura 9). Por otro lado, estudios 
anteriores han revelado que las mutaciones de resistencia (TAMs) favorecen el rescate 
del inhibidor debido a que aumentan la proporción de iniciador en el estado pre-
translocado (complejo N) (Meyer et al., 1999, 2000; Mas et al., 2002; Naeger et al., 2002; 
Marchand y Götte, 2003). 
 
 
Figura 9. Representación esquemática de la reacción de polimerización y escisión llevada a cabo por la RT del 
VIH-1. N y P representan el sitio N (nucleótido) y P (“primer”) de la RT. (A) Incorporación del siguiente dNTP. El 
extremo del molde se encuentra en el sitio P y el dNTP entrante se une al sitio N. El fosfato α del dNTP entrante se une a 
la cadena de DNA naciente, liberándose PPi cuando se forma el enlace nucleosídico. El extremo del iniciador se transloca 
al sitio P de tal forma que continúa el ciclo y un nuevo dNTP se puede incorporar. La eficiencia de la incorporación de un 
dNTP o cualquier análogo a dNTP depende de su afinidad por el complejo RT●molde-iniciador (Kd) y de la tasa de 
incorporación (kpol). (B) Modelo de la reacción de escisión. La incorporación del AZTMP al DNA bloquea el iniciador 
impidiendo la unión del siguiente dNTP entrante. El iniciador bloqueado reside principalmente en el sitio N y el donador 
de pirofosfato (PPi o ATP) se puede unir de tal forma que el AZTMP se libera formando un dinucleótido tetrafosfato, 
AZTppppA (Meyer et al., 1998). (C) Formación del “dead-end complex”. Cuando un terminador de cadena distinto del 
AZTMP se incorpora, la translocación del iniciador al sitio P ocurre y el siguiente dNTP se une al sitio N. Debido a la 
ausencia del extremo 3’OH en el iniciador, el complejo se vuelve estable impidiendo que haya incorporación de 
nucleótido y que se dé la reacción de escisión (Tong et al., 1997). Figura adaptada de Vivet-Boudou et al.,  2006. 
 
 
i) Mutaciones de resistencia a análogos de timidina (TAMs) 
 
 
Estudios llevados a cabo con mutantes de la RT del VIH-1 que llevan en su 
secuencia una, dos o más TAMs han mostrado que tanto las mutaciones D67N y K70R, 





para obtener niveles altos de actividad fosforolítica dependiente de ATP (Meyer et al., 
1999; Meyer et al., 2000; Naeger et al., 2001). Además, el doble mutante M41L/T215Y 
también mostró niveles significativos de actividad fosforolítica dependiente de ATP, con 
iniciadores bloqueados con ddA (Meyer et al., 2002). La especificidad de la reacción de 
escisión del AZTMP se debe principalmente a la naturaleza del análogo a nucleósido y no 
a las TAMs (Boyer et al., 2001). 
 
Se ha propuesto un modelo para explicar el mecanismo y especificidad de la 
reacción de escisión en RTs resistentes al AZT, en donde se sugiere que varias TAMs 
(por ejemplo M41L, L210W y T215Y/F) estarían facilitando la unión del ATP (Boyer et al., 
2001). Según este modelo, las interacciones generadas entre el anillo de purina del ATP 
y la cadena lateral en la posición 215 de la RT estarían jugando un papel importante en la 
reacción de escisión (Boyer et al., 2001; Sarafianos et al., 2002). Las TAMs estarían 
implicadas en la colocación correcta del ATP para el ataque nucleofílico del nucleótido 
terminador de cadena, a través del residuo 215 y posiblemente a través de los residuos 
67 y 70 (Figura 10). Recientemente se ha determinado la estructura cristalográfica de la 
RT WT y de una RT portadora de varias TAMs y resistente a AZT, unidas a un complejo 
molde-iniciador y a AZTp4A [3’-azido-3’-desoxitimidina-(5’)-tetrafosfo-(5’)-adenosina] (el 
producto de la escisión de AZT mediada por ATP) (Tu et al., 2010). El estudio demostró 
que las TAMs actuarían estabilizando la posición del ATP, mediante la generación de un 
nuevo sitio de unión (Tu et al., 2010). 
 
 
El producto de la pirofosforolisis dependiente de PPi es el AZTTP mientras que en 
la eliminación del AZTMP mediada por ATP, lo que se libera es un compuesto tetrafosfato 
denominado AZTp4A. Ambos productos pueden ser reincorporados por la RT eficazmente 
(Dharmasena et al., 2007). Además, tanto la concentración fisiológica de PPi (50 – 150 
µM) como de ATP (3 mM) podrían sustentar la hipótesis de que ambos donadores de 
pirofosfato sean sustratos de la reacción de escisión in vivo. Sin embargo, la aparición de 
TAMs que, específicamente modifican las interacciones con la molécula de ATP ha 
llevado a pensar que lo más probable es que sea el ATP el sustrato natural de la reacción 
de escisión.  
 
Los análisis de secuencias de RTs de aislados virales de pacientes tratados con 
análogos a timidina han revelado que hay dos vías diferentes para la aparición de TAMs 
en el VIH-1. La primera, denominada TAM1, incluye las mutaciones M41L, L210W y 
T215Y. La segunda, TAM2, incluye las mutaciones D67N, K70R, T215F y K219Q/E (Yahi 





et al., 2004; Cozzi-Lepri et al., 2005; De Luca et al., 2006). Las TAM1 suelen causar 
mayores niveles de resistencia fenotípica y clínica a NRTIs que las TAM2, lo que se ha 
demostrado para ddI, AZT, abacavir y tenofovir (Miller et al., 2004; Cozzi-Lepri et al., 
2005; Marcelin et al., 2006; Parikh et al., 2006; Antinori et al., 2007; De Luca et al., 2007). 
De acuerdo con su papel en la escisión mediada por ATP, la mutación T215Y suele ser la 
primera TAM en aparecer. Sin embargo, se desconocen los factores que llevan a la 
selección de TAMs1 o TAMs2.   
 
 
Figura 10. Sitio de unión teórico del ATP y localización de residuos implicados en resistencia a análogos a 
timidina. Los sitios N y P representan diferentes posiciones del sitio de unión del dNTP antes y después de la 
translocación, respectivamente. Después de la incorporación del dNTP o del NRTI (AZT por ejemplo) a la cadena del 
iniciador de DNA naciente en el sitio N, la RT se transloca para que la molécula incorporada pase a estar en el sitio P. El 
sitio N se queda libre para el siguiente dNTP. Los residuos asociados a resistencia a TAMs (en amarillo) (Met41, Asp67, 
Lys70, Thr215 y Lys219) rodearían al sitio de unión del ATP. La hebra del iniciador se representa en rosa y el molde en 
azul. Figura adaptada de Yin et al., 2006. 
 
 
ii) Mutaciones de resistencia a foscarnet  
 
 El foscarnet (ácido fosfonofórmico) inhibe una amplia variedad de DNA y RNA 
polimerasas incluyendo la RT del VIH-1 (Sandstrom et al., 1985; Sarin et al., 1985) y se 
utiliza como inhibidor de la replicación de citomegalovirus (revisado en De Clercq, 2004). 
Aunque la utilidad clínica del fármaco se ha visto limitada en el tratamiento del VIH-1, 
debido a sus efectos tóxicos y a su baja biodisponibilidad, el foscarnet se ha utilizado en 
el pasado en pacientes infectados con variantes del VIH-1 multirresistentes cuando no 
había mejores opciones de tratamiento (Mathiesen et al., 2004).  
 
Los efectos beneficiosos del uso de foscarnet se han visto asociados 





confieren una baja susceptibilidad a NRTIs y NNRTIs no afectan a la susceptibilidad del 
foscarnet (Mellors et al., 1995; Tachedjian et al., 1995; Meyer et al., 2003b). Mediante 
estudios in vitro se han seleccionado cepas del VIH-1 resistentes al foscarnet con las 
mutaciones W88G/S, E89G/K, L92I, S156A, Q161L y H298Y (Mellors et al., 1995). 
Ensayos fenotípicos con el foscarnet revelaron una disminución en la susceptibilidad al 
fármaco en presencia de algunas de estas mutaciones (por ejemplo, E89G, E89K, W88G, 
L92I, F160Y/L214F y Q161L) (Mellors et al., 1995; Tachedjian et al., 1995, 1996, 1998). 
Por otro lado, estudios bioquímicos han mostrado que varias mutaciones que confieren 
resistencia a foscarnet aumentan la susceptibilidad viral hacia el AZT (por ejemplo, K65R, 
W88G, E89K, L92I, A114S, S117T, S156A, F160Y, Q161L y M164V), particularmente en 
presencia de TAMs como D67N, K70R, T215Y y K219Q (Tachedjian et al., 1996; Arion et 
al., 2000; Bazmi et al., 2000; Hammond et al., 2001; Meyer et al., 2003b; Marchand et al., 
2007). Esto se debe posiblemente a una reducción de la escisión mediada por ATP. Por 
ejemplo, las mutaciones K65R, W88G, E89K, S117T y Q161L redujeron en más de tres 
veces la actividad de escisión mediada por ATP en iniciadores bloqueados con AZT o 
ddA (Meyer et al., 2003b). 
 
1.3.2 NNRTIs 
Actualmente son cuatro los NNRTIs aprobados para su uso clínico: nevirapina, 
delavirdina, efavirenz y etravirina (Figura 6B). Se cree que estos inhibidores no evitan la 
unión del molde-iniciador o del dNTP a la RT, sino que actúan alterando la orientación del 
complejo molde-iniciador con respecto al sitio catalítico, de tal manera que el dNTP 
entrante no pueda ser incorporado (Tantillo et al., 1994; Esnouf et al., 1995; Spence et 
al., 1995; revisado en de Béthune, 2010).  
Los NNRTIs se unen a un bolsillo hidrofóbico ubicado entre los subdominios 
“thumb” y “palm”, a unos 8-10 Å del centro activo de la RT. El bolsillo de unión de los 
NNRTIs está constituido por los residuos Leu100, Lys101, Lys103, Val106, Thr107, 
Val108, Val179, Tyr181, Tyr188, Val189, Gly190, Phe227, Trp229, Leu234 y Tyr318 de la 
subunidad p66 y Glu138 de la subunidad p51 (Figura 11). Actúan de forma no 
competitiva y la interacción de estos compuestos con la RT induce cambios 
conformacionales que afectan a la actividad catalítica de la enzima (Sluis-Cremer et al., 
2004). A diferencia de los NRTIs, los NNRTIs no necesitan activación metabólica 
intracelular para inhibir la replicación viral y son inhibidores altamente específicos del 
VIH-1, de manera que no actúan sobre las RTs de otros retrovirus (Balzarini y De Clercq, 
1996). Esta especificidad genera altos índices de selectividad para esta clase de 









Figura 11. Representación del bolsillo de unión de los NNRTIs. Se muestran los residuos donde aparecen las 
mutaciones principales de resistencia a NNRTIs. Figura tomada de Sarafianos et al., 2009. 
 
  
1.3.2.1 Resistencia a NNRTIs 
 
 La selección de mutaciones de resistencia asociadas a NNRTIs ocurre 
frecuentemente y su acumulación no reduce la infectividad del virus (revisado en 
Martínez-Picado y Martínez, 2008). El mecanismo por el que se produce resistencia a 
estos compuestos implica la pérdida de las interacciones hidrofóbicas y/o electrostáticas 
que se establecen entre el compuesto y las cadenas laterales de los residuos de la RT en 
su sitio de unión, desestabilizando así la unión del inhibidor a la enzima (Spence et al., 
1996, Das et al., 1996 y revisado en Balzarini, 2004). La Figura 12 presenta una lista de 
mutaciones asociadas con resistencia a NNRTIs. La mayoría de las mutaciones 
relacionadas con resistencia a estos inhibidores están ubicadas en el bolsillo de unión de 
los NNRTIs y afectan a los residuos situados en las posiciones 98-108, 179-190 y 225-
236 de p66, o a la Glu138 de p51 (revisado en: Menéndez-Arias, 2002b; Balzarini, 2004; 
De Clercq, 2004; de Béthune, 2010) (Figura 11). Las sustituciones más frecuentes en los 
virus de pacientes que no han respondido favorablemente al tratamiento con NNRTIs son 
K103N y Y181C (Cheung et al., 2004; Tambuyzer et al., 2009). En total, se han 
identificado más de 40 mutaciones asociadas con resistencia a NNRTIs in vitro e in vivo 










Figura 12. Mutaciones en la RT asociadas a resistencia a NNRTIs. Figura adaptada de Johnson et al., 2009. 
 
 
A partir de estudios de cristalografía, modelado molecular y análisis 
computacionales con RTs que contenían mutaciones de resistencia a NNRTIs, se ha 
observado que, en muchos casos, hay una base estructural para el mecanismo de 
resistencia a NNRTIs (revisado en Ren y Stammers, 2008). En el caso de la mutación 
K103N, que confiere multirresistencia a los NNRTIs de primera generación (efavirenz, 
nevirapina y delavirdina), se han propuesto varios modelos para explicar su mecanismo 
de resistencia. Uno de ellos implica la formación de un enlace de hidrógeno entre la 
cadena lateral de Asn103 y la cadena lateral de Tyr188, que evitaría la interacción de los 
inhibidores con la RT mutante (Hsiou et al., 2001; Das et al., 2007). Sin embargo, los 
ensayos cinéticos realizados con NNRTIs y RTs mutantes han puesto en duda esta 
hipótesis (Geitmann et al., 2006).   
  
 Estudios recientes han demostrado la implicación de otras mutaciones ubicadas 
fuera del bolsillo de unión de los NNRTIs, en pacientes tratados con NRTIs. Estas 
mutaciones se encuentran en el subdominio “connection” de la subunidad p66, entre el 
subdominio “thumb” y el dominio RNasa H (Nikolenko et al., 2010; Santos et al., 2008; 
Waters et al., 2009). Por ejemplo, las mutaciones N348I y A376S en el subdominio 
“connection” y Q509L en el dominio RNasa H, se han asociado con resistencia a 
nevirapina (Yap et al., 2007; Hachiya et al., 2009). 
 
 Algunos inhibidores potentes como efavirenz y en menor grado nevirapina, son 
capaces de incrementar las interacciones entre las subunidades p66 y p51 de la RT del 
VIH-1, estabilizando así su estructura heterodimérica (Tachedjian et al., 2001; Tachedjian 
y Goff, 2003). Este efecto no parece jugar un papel fundamental en la inhibición de la RT 
por los NNRTIs (Xia et al., 2007). Sin embargo, in vitro se ha observado que el efavirenz 
incrementa la cinética del procesamiento de Gag-Pol utilizando una poliproteína modelo, 
lo que sugiere que el efavirenz potencia la activación de la PR del VIH-1, promoviendo las 





Esto facilita que la PR del VIH-1 acceda a los sitios de corte en Pol, y por tanto, su propio 
procesamiento (Tachedjian et al., 2005).  
 
Las modificaciones subsecuentes de los NNRTIs han ido generando nuevos 
fármacos, como por ejemplo la etravirina, que son más activos frente a variantes 
resistentes del virus (Ludovici et al., 2001a,b,c; De Corte, 2005). Actualmente se siguen 
evaluando diferentes NNRTIs como la rilpivirina (TMC278) y la dapivirina (TMC120) 
(Pelemans et al., 2000; Gewurz et al., 2004; Fletcher et al., 2009; revisado en Jochmans, 
2008; Zhan et al., 2009a,b). 
 
 
1.3.3 Patrones mutacionales de multirresistencia en la RT del VIH-1: 
Inserciones y deleciones 
 
El uso extensivo de NRTIs en los tratamientos antirretrovirales ha facilitado la 
aparición de variantes del VIH con inserciones y deleciones en el subdominio “fingers” de 
la RT (revisado en Winters y Merigan, 2005; Menéndez-Arias et al., 2006; Eggink et al., 
2007). Estas inserciones y deleciones aparecen en pacientes tratados con gran variedad 
de fármacos y que fracasan a las terapias existentes. Normalmente aparecen 
acompañadas de otros muchos cambios relacionados con resistencia a NRTIs y NNRTIs. 
Las inserciones más comunes son las de dos aminoácidos entre las posiciones 69 y 70 
de la RT (normalmente Ser-Ser, Ser-Ala y Ser-Gly) y que suelen ir acompañadas del 
cambio T69S. Se ha demostrado que la inserción es clave para la adquisición, por parte 
de la RT, de una actividad fosforolítica dependiente de ATP, lo que le permite eliminar el 
AZTMP de iniciadores bloqueados por el fármaco en su extremo 3´ (Mas et al., 2000). 
Estudios posteriores confirmaron estos resultados y revelaron que la inserción también 
presentaba un efecto relevante en la escisión de iniciadores terminados con d4TMP, 
ddTMP, ddAMP y tenofovir (Mas et al., 2002; Meyer et al., 2003a; White et al., 2004).  
 
 La prevalencia de las inserciones en la horquilla β3-β4 ha sido estimada entre el 
0,5-2,7% (Winters et al., 1998; Sugiura et al., 1999; Yahi et al., 1999; Van Vaerenbergh et 
al., 2000; Briones et al., 2001). En un estudio de 2.152 secuencias de pacientes 
infectados con VIH-1 y tratados con NRTIs se encontraron sólo 4 secuencias con 
deleciones (prevalencia estimada del 0,2%) (Masquelier et al., 2001). En los 4 casos, la 
deleción del codón 67 (∆67) se asociaba con la mutación T69G y con la presencia de 0 a 
3 TAMs. En 3 de los 4 casos observados, la mutación M184V también estaba presente. 













Figura 13. Secuencias de aminoácidos en las posiciones 64-71 de RTs del VIH-1 con deleciones de un aminoácido 
encontradas en aislados clínicos. La secuencia WT se muestra en la parte superior de la figura con los residuos de 
aminoácidos conservados rodeadas de un círculo. Las mutaciones de resistencia acompañantes en cada caso se muestran 
a la derecha. Las primeras 10 secuencias (cuadro verde) son portadoras de la deleción ∆67 mientras que las últimas 9 
(cuadro rosa) son portadoras de la deleción ∆69. Las secuencias originales se obtuvieron de las siguientes referencias: 
Winters et al., 2000; Masquelier et al., 2001; Beerenwinkel et al., 2002; Gonzales et al., 2003; Rhee et al., 2004 y Weber 







presente, y al AZT en el clon que llevaba las 3 TAMs (L210W, T215F y K219E) 
(Masquelier et al., 2001). Otros patrones mutaciones encontrados en aislados clínicos 
que confieren resistencia fenotípica al AZT contienen la deleción ∆67 y el cambio T69G 
en combinación con las TAMs K70R, T215F y K219E (Ross et al., 2000) (Figura 13).  
 
 La RT del VIH-1 recombinante que contiene el complejo de mutaciones de la 
deleción ∆67 (M41L/∆67/T69G/K70R/L74I/K103N/T215Y/K219Q) tiene una elevada 
capacidad de escisión en iniciadores bloqueados con AZT, d4T y tenofovir, 
especialmente en presencia de PPi (Boyer et al., 2004). Sin embargo, la contribución de 
la deleción ∆67 en los mecanismos de escisión y discriminación de nucleótido para la 
adquisición de resistencia no ha sido estudiada. Se ha observado que la deleción por sí 
sola, confiere niveles bajos de resistencia fenotípica a 3TC, ddC, d4T y abacavir 
(Imamichi et al., 2000b; Ross et al., 2000; Winters et al., 2000; Imamichi et al., 2001). 
 
 
 Además, se ha descrito otra deleción de un aminoácido que afecta al codón 69 
(∆69) en la horquilla β3-β4 de la RT. En algunos aislados virales, esta deleción aparece 
junto con una o más mutaciones del complejo de la Q151M, además del cambio M184V 
(Winters et al., 2000; Suzuki et al., 2001; Winters y Merigan., 2001; Villena et al., 2007; 
Wallis et al., 2010) (Figura 13). Por lo general, estos virus suelen ser resistentes a varios 
análogos a nucleósidos, ya que contienen múltiples mutaciones de resistencia a fármacos 
antirretrovirales (Winters et al., 2000; Villena et al., 2007).   
 
 Los procesos evolutivos que llevan a la selección de deleciones entre los codones 
67-70 aún no se conocen, y se necesitan más estudios para identificar los contextos de 
secuencia que favorecen la aparición de deleciones. 
 
1.3.4  Antecedentes específicos del trabajo: Estudio de un aislado 
clínico multirresistente del VIH-1 portador de una deleción en la 
posición 69 de la RT (Villena et al., 2007) 
 
En la unidad de VIH del Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona) se identificó un 
paciente infectado durante 12 años con un virus multirresistente portador de la deleción 
Δ69 y mutaciones de resistencia asociadas al complejo de la Q151M en la RT, que 
además no poseía TAMs. Se disponía del seguimiento clínico del paciente a lo largo del 
tratamiento antirretroviral desde mayo 1999 a noviembre de 2001 (Figura 14). A pesar de 
utilizar distintos regímenes terapéuticos que contenían hasta seis fármacos 
antirretrovirales (Figura 14B), las cargas virales en el plasma del paciente fluctuaron 
entre 103 y 2 х 105 copias de RNA/ml y los recuentos de células T-CD4+ nunca 





meses, debida al tratamiento de una hepatitis C con interferón a principios del año 2000, 
no cambió el curso clínico de la infección por el VIH-1. Un análisis genotípico de la 
población de RNA viral obtenida a distintos intervalos de tiempo reveló la presencia de al 
menos 9 sustituciones de aminoácidos asociadas con resistencia a NRTIs y NNRTIs en la 
región codificante de la RT, incluyendo entre ellas una deleción de tres nucleótidos en la 
posición 69 (∆69) (Villena et al., 2007) (Figura 14A). 
 
 
Figura 14. Evolución clínica del paciente. (A) Determinación de la carga viral en plasma y recuentos de linfocitos T 
CD4 a lo largo del período del estudio. Los cuadros superiores muestran las mutaciones asociadas a resistencia a 
inhibidores de la RT. En  todos los casos, la sustitución Q151M estuvo acompañada de A62V, V75I, F77L y F116Y 
(indicado como Q151M*). La deleción ∆69 se encontró siempre acompañada del cambio S163I. La sustitución Y181C 
fue probablemente seleccionada previamente durante un régimen que incluía nevirapina. (B) Terapia antirretroviral 
utilizada durante el seguimiento del paciente en el estudio. La abreviaturas de los fármacos: 3TC, lamivudina; ddI, 
didanosina; d4T, estavudina; ABC, abacavir; EFV, efavirenz; NFV, nelfinavir; SQV, saquinavir; RTV, ritonavir; APV, 
amprenavir; LPV/rit, lopinavir con dosis mínimas de ritonavir; T-20, enfuvirtide. (C) Selección in vivo de ∆69. La flecha 
indica el aislado clínico utilizado para la obtención de los clones virales del VIH-1 representativos que se utilizaron en la 






 En la Figura 14C podemos observar que a mediados del año 1999 se comienza a 
detectar la presencia de la deleción ∆69, durante el tratamiento con 3TC, ddI y d4T. Al 
cabo de dos meses de tratamiento con abacavir y efavirenz, se observó que el porcentaje 
de ∆69 en la población viral incrementaba del 5 al 50%. La interrupción posterior del 
tratamiento dio lugar a un descenso importante de la población viral que contenía ∆69, 
aunque sin cambios en la carga viral, lo que sugería que la deleción ∆69 no se 
seleccionaba en ausencia de presión farmacológica. El reinicio de la terapia con fármacos 
entre los que se incluyeron 3TC y ddI, ocasionó un nuevo aumento de la población viral 
portadora de la deleción, alcanzando el 50% del total. La intensificación del tratamiento 
con efavirenz y enfuvirtide hizo dominante a la deleción. Se observó también que, 
precediendo a la aparición de la deleción ∆69, se generaba el cambio de una Thr por Ala 
en la posición 69 y que la deleción siempre aparecía acompañada por la mutación S163I.  
 
En el estudio de Villena et al. (2007), se generaron 7 clones viables del VIH-1: tres 
de ellos llevaban los residuos 15 a 248 de la RT del aislado clínico bajo un contexto de 
secuencia WT (NL4-3), dos llevaban los residuos 15 a 527 de la RT del paciente y otros 
dos llevan una RT WT (NL4-3) y se diferencian entre ellos en la posición 69. La Figura 15 




Figura 15.  Sustituciones de aminoácidos dentro de la RT de los clones recombinantes utilizados en el estudio 
virológico. Diferencias de aminoácidos en las RTs de los clones virales obtenidos del plasma del paciente en abril del 
2001. Las mutaciones asociadas con resistencia a NRTIs y NNRTIs se muestran en rojo y verde, respectivamente. Figura 
adaptada de Villena et al., 2007. 
  
 
A diferencia de lo observado in vivo, los ensayos in vitro demostraron que las 
variantes del VIH-1 portadoras de la deleción ∆69 tenían una mayor capacidad replicativa 
con respecto al virus WT (NL4-3), en ausencia de presión farmacológica. Solamente en 
presencia de determinadas mutaciones ubicadas en el subdominio “connection” y en el 
dominio RNasa H de la RT (Figura 15, clon viral MDRc7*), el clon portador de la deleción 
∆69 mostró una menor capacidad replicativa (in vitro), lo que sugirió una interacción 






Los estudios realizados en presencia de fármacos antirretrovirales mostraron un 
incremento de la capacidad replicativa de las variantes del VIH-1 que llevaban la RT del 
paciente (aminoácidos 15-248) portadora de la deleción ∆69 y S163I, con respecto al 
virus de referencia WT (NL4-3) (Villena et al., 2007). La reversión del cambio de Ile a Ser 
en la posición 163 disminuyó la eficiencia replicativa de la variante portadora de la 
deleción ∆69 respecto a la RT WT, sugiriendo que la aparición de la mutación S163I 
contribuye al incremento del “fitness” del virus portador de la deleción (Villena et al., 
2007). 
 
Los virus recombinantes tomados del plasma del paciente infectado fueron muy 
resistentes a todos los inhibidores de la RT (Villena et al., 2007). El único fármaco que 
retuvo alguna actividad frente a los clones virales portadores de la deleción ∆69 fue el 
tenofovir (Figura 16). Por otro lado, se observó que la deleción por sí sola [en un 
contexto de secuencia WT (NL4-3)] confiere hipersensibilidad a AZT y bajos niveles de 
resistencia a 3TC (Villena et al., 2007). El virus mutante portador de la deleción ∆69 fue 
muy sensible a todos los demás fármacos analizados, sugiriendo que las mutaciones 
acompañantes presentes en el virus del paciente contribuyen de forma significativa a la 




Figura 16. Capacidad replicativa in vitro y susceptibilidad viral a fármacos antirretrovirales de distintos clones del 
VIH-1 recombinantes. Se indica el aumento de la CI50 para el inhibidor con respecto al virus control HIV-1NL4-3 (en no 
de veces). Cuando los aumentos son suficientemente elevados con respecto al valor umbral de cada fármaco se indican en 
negrita. La RC (capacidad replicativa) se determinó utilizando una modificación del ensayo PhenoSense (Monogram, San 
Francisco). Las abreviaturas utilizadas son: >>>, niveles altos de resistencia, por encima del valor máximo de detección 
del ensayo; NRTI, inhibidor análogo a nucleósido; NNRTI, inhibidor no análogo a nucleósido; PI inhibidor de la 
proteasa; ABC, abacavir; ddI, didanosina; FTC, emtricitabina; 3TC, lamivudina; d4T, estavudina; TFV, tenofovir; ddC, 
zalcitabina; ZDV, zidovudina; DLV, delavirdina; EFV, efavirenz; NVP, nevirapina; ATV, atazanavir; APV, amprenavir; 





























Los objetivos que nos hemos planteado en esta Tesis Doctoral han sido: 
 
1. Analizar la ventaja selectiva de la introducción en la RT del VIH-1 de la deleción 
∆69 en un contexto de secuencia multirresistente y determinar el papel de la 
deleción y sus mutaciones acompañantes en el mecanismo de resistencia a 
inhibidores de la RT. 
 
2. Estudiar el papel que juega la mutación del subdominio “connection” A376S sobre 
la resistencia a nevirapina y otros NNRTIs. 
 
3. Determinar el mecanismo molecular a través del cual la deleción ∆69 confiere 
hipersensibilidad al AZT y resistencia a 3TC, cuando se introduce en un contexto 
de secuencia WT. 
 
4. Determinar si la deleción ∆69 produce efectos antagonistas sobre resistencia a 
AZT y foscarnet. 
 
5. Estudiar el papel de mutaciones asociadas a deleciones en la horquilla β3-β4 de la 
RT del VIH-1 en la resistencia a NRTIs y determinar los mecanismos moleculares  
por los que variantes de la RT portadoras de ∆67 o ∆69 modulan la sensibilidad a 








































3.1 Amplificación y clonación de las RTs 
 
A lo largo de este trabajo se han utilizado RTs recombinantes que se obtuvieron 
mediante expresión y purificación en E. coli, para lo que empleamos vectores obtenidos 
de estudios anteriores en los que se insertaron las secuencias codificantes de las RTs 
WT (NL4-3), T69A, ∆69, MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69, MDR_∆69/S163I, K103N y 
A376S (Villena et al., 2007; Puertas et al., 2010) (Figura 17). Las RTs que llevan el 
prefijo MDR (“multi-drug resistant”) contienen la secuencia del dominio DNA polimerasa 
(residuos 15 a 248) perteneciente a una RT de un aislado viral obtenido de un paciente 
que fracasó al tratamiento antirretroviral (Villena et al., 2007).  
 
Las secuencias codificantes de las RTs WT (NL4-3), T69A, ∆69, K103N y A376S 
se amplificaron por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) con los oligonucleótidos 
5′-GCACTTTGAATTCTCCCATTAGTCCTATTGAGAC-3′ (NEC) y 5′-
CCATCTAACTCGAGTACTTTCCTGATTCC-3′ (CXH) mientras que las RTs MDR_69T, 
MDR_T69A, MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I se amplificaron con los oligonucleótidos 5′-
GCACTTTCAATTGTCCCATTAGTCCTATTGAGAC-3′ (NMF) y CXH (Figura 17).  
 
La amplificación por PCR se llevó a cabo en 50 µl de un tampón Tris-HCl 20 mM 
(pH 8,8) que contenía KCl 10 mM, (NH4)SO4 10 mM, MgSO4 2 mM, Triton X-100 al 0,1%, 
seroalbúmina bovina libre de nucleasa (BSA) 0,1 mg/ml, 200 ng de cada uno de los 
correspondientes oligonucleótidos mutagénicos, 1 µg del DNA molde plásmido, dNTPs a 
una concentración de 50 µM cada uno y 1,5 U de la DNA polimerasa Pfu (Promega). La 
amplificación se inició con una incubación de 2 min a 95 ºC seguida de 20 ciclos de 30 s 
a 95 ºC, 1 min a 55 ºC y 5 min a 68 ºC. El DNA purificado se cortó con las enzimas EcoRI 
y XhoI [amplificaciones para WT (NL4-3) y mutantes T69A, ∆69, K103N y A376S] o con 
MfeI y XhoI (mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I) y los 
fragmentos resultantes se clonaron en el vector de expresión pRT66B (BH10), 
previamente digerido con EcoRI y XhoI (Figura 18A). La integridad de todas las 
construcciones se comprobó mediante digestión con enzimas de restricción y 
secuenciación. 





Figura 17. Diferencias entre las secuencias de las RTs WT (NL4-3  y BH10) y las RTs estudiadas en este trabajo.  Los residuos de las RTs WT (NL4-3) y BH10 se encuentran en rojo y 
sus diferencias se encuentran resaltadas en amarillo. Los residuos iguales a los encontrados en las enzimas WT se indican mediante puntos. Los aminoácidos subrayados, son los 
característicos del complejo de la Q151M de resistencia a NRTIs. 
 
∆1 = El símbolo ∆ representa una deleción de tres nucleótidos que afecta al codón de la RT indicado. 
* Enzima purificada previamente en el laboratorio y  disponible de estudios anteriores (Matamoros et al., 2009). 
 39 41 62 67 68 69 70 75 77 101 102 103 115 116 123 135 151 162 163 167 177 181 184 190 202 211 215 219 376 
WT (NL4-3) T M A D S T K V F K Q K Y F D I Q C S I D Y M G I R T K A 
C_Q151M* • • V • • • • I L • • • • Y • • M • • • • • • • • • • • • 
MDR_69T A • V • G T G I L R K N F Y E T M S • V E C V A V K • • • 
MDR_∆69 A • V • G ∆ G I L R K N F Y E T M S • V E C V A V K • • • 
MDR_∆69/S163I A • V • G ∆ G I L R K N F Y E T M S I V E C V A V K • • • 
MDR_T69A A • V • G A G I L R K N F Y E T M S • V E C V A V K • • • 
MDR_∆69/I75V A • V • G ∆ G • L R K N F Y E T M S • V E C V A V K • • • 
K103N • • • • • • • • • • • N • • • • • • • • • • • • • • • • • 
A376S • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • S 
T69A • • • • • A • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
∆69 • • • • • ∆ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
∆69/K219E • • • • • ∆ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • E • 
G∆69G • • • • G ∆ G • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
G∆69G/K219E • • • • G ∆ G • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • E • 
∆67GR • • • ∆1 • G R • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
∆67GR/K219E • • • ∆ • G R • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • E • 
BH10 T M A D S T K V F K K K Y F D I Q S S I D Y M G I R T K T 
M41L/T215Y • L A • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • Y • • 
G∆69G_ LY • L • • G ∆ G • • • • • • • • • • • • • • • • • • • Y • • 
∆67GR_LY • L • ∆ • G R • • • • • • • • • • • • • • • • • • • Y • • 




3.2 Mutagénesis dirigida 
 
Se han introducido diversas mutaciones en plásmidos derivados de pRT66B que 
contenían las regiones codificantes de las RTs WT (NL4-3), ∆69, MDR_∆69 y 
M41L/T215Y. El plásmido derivado de pRT66B, portador de la RT mutante M41L/T215Y 
(en un contexto de secuencia BH10) se encontraba disponible de estudios anteriores en 




Figura 18. (A) Plásmido utilizado para la mutagénesis y expresión de la subunidad p66 de la RT.  El plásmido 
pRT66B (Boretto et al., 2001) es una construcción derivada del plásmido pTrc99A (Amersham Bioscience) en el que se 
introdujo la región codificante de p66 con una secuencia de 6 histidinas en su extremo 5’, usando las dianas de restricción 
MscI y HindIII.  (B) Plásmido utilizado para la expresión de la PR.  El plásmido pATPR (Boretto et al., 2001) se 
construyó a partir del plásmido pAT clonando el gen de la PR del VIH-1 precedida por el codón ATG y el sitio de unión 
de ribosomas (RBS) de T7g10, entre los sitios de restricción EcoRI y BamHI. Las bacterias se transforman con este 
plásmido y con el plásmido pRT66B para que se produzca el procesamiento de la p66 de la RT. La abreviatura AmpR 
indica la región codificante del gen de resistencia a ampicilina y KanR indica la región codificante del gen de resistencia a 
kanamicina. (His)6 indica la secuencia codificante para 6 histidinas. 
 
La introducción de las mutaciones se llevó a cabo mediante el sistema de 
mutagénesis in vitro “QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit” de Stratagene.  Este 
método se basa en la utilización de un plásmido molde, que en nuestro caso es el vector 
de expresión pRT66B que contiene la región codificante de una variante de la p66 de la 
RT (Figura 18A), en el que se introdujeron mutaciones utilizando los oligonucleótidos 
mutagénicos descritos en la Tabla 2.  
 
 En primer lugar, se introdujeron las mutaciones ∆67/T69G/K70R y I75V en 
plásmidos derivados de pRT66B que contenían las regiones codificantes de la subunidad 
p66 de las RTs WT (NL4-3) y MDR_∆69, respectivamente (Tabla 2). Por otro lado, las 
mutaciones S68G/K70G y K219E se introdujeron por separado en la RT















Introducidas en ∆69 
S68G/K70G 
(G∆69G) 
5’        GCCATAAAGAAAAAAGACGGTGGATGGAGAAAATTAGTAG 3’





5’            GATTTACCACACCAGACGAAAAACATCAGAAAGAAC 3’
3’            CTAAATGGTGTGGTCTGCTTTTTGTAGTCTTTCTTG 5’





5’                GGATGGAGAAAATTAGTAGATCTCAGAGAAC  3’
3’                CCTACCTCTTTTAATCATCTAGAGTCTCTTG  5’





5’        GCCATAAAGAAAAAAGACGGTGGATGGAGAAAATTAGTAG 3’
















5’            GATTTACCACACCAGACGAAAAACATCAGAAAGAAC 3’
3’            CTAAATGGTGTGGTCTGCTTTTTGTAGTCTTTCTTG 5’





5’            GATTTACCACACCAGACGAAAAACATCAGAAAGAAC 3’
3’            CTAAATGGTGTGGTCTGCTTTTTGTAGTCTTTCTTG 5’
 
En la columna de la izquierda se indican en negro las mutaciones introducidas utilizando el código de una letra, de modo 
que se muestra el nombre del aminoácido en la secuencia de la RT, seguido de la posición y sustitución realizada. En rojo 
y entre paréntesis, se indica el nombre utilizado para cada mutante en este trabajo. Los nucleótidos subrayados son los 
correspondientes a la mutación introducida en la región de la RT y los que están en rojo son los que se han cambiado para 
lograr la mutación. Todas las mutaciones fueron confirmadas por secuenciación. Para la introducción de dichas 
mutaciones se utilizaron dos oligonucleótidos, uno para la hebra sentido (5’→3’) y otro para el antisentido (3’→5’). En el 
caso de la mutación K219E, los oligonucleótidos utilizados fueron los mismos para los tres mutantes obtenidos 
(∆69/K219E, G∆69G/K219E y ∆67GR/K219E).  
 




∆69 (Tabla 2). De esta forma se obtuvieron las enzimas mutantes denominadas ∆67GR, 
MDR_∆69_I75V, G∆69G y ∆69/K219E.  Además, la mutación K219E se introdujo en el 
contexto de secuencia de las variantes ∆67GR y G∆69G tal como se describe en la Tabla 
2, y las mutaciones S68G/∆69/K70G y ∆67/T69G/K70R, se introdujeron en el plásmido 
pRT66B, que contenía la región codificante de la RT M41L/T215Y. Las enzimas mutantes 
portadoras de TAMs se denominaron G∆69G_LY y ∆67GR_LY (Figura 17, Tabla 2). 
 
 La reacción de mutagénesis se llevó a cabo en 50 µl de un tampón Tris-HCl 20 
mM (pH 8,8) que contenía KCl 10 mM, (NH4)SO4 10 mM, MgSO4 2 mM, Triton X-100 al 
0,1%, BSA 0,1 mg/ml, 125 ng de cada uno de los correspondientes oligonucleótidos 
mutagénicos, 5-50 ng de plásmido (pRT66B), dNTPs a una concentración de 500 µM 
cada uno y 2,5 U de la DNA polimerasa Pfu (Promega). La amplificación se inició con una 
incubación de 2 min a 95 ºC seguida de 18 ciclos de 30 s a 95 ºC, 1 min a 55 ºC y 12 min 
a 68 ºC. El producto se trató a 37 ºC durante 1 hora con 10 U de la enzima de restricción 
DpnI (Promega). DpnI es una endonucleasa que actúa sobre DNA metilado o 
hemimetilado, lo que produce la degradación de las hebras parentales de DNA que se 
encuentran metiladas al utilizarse plásmidos amplificados en una cepa dam+ de E. coli. 
Así, quedan únicamente las hebras sintetizadas de novo durante la reacción de 
amplificación y que contienen la mutación deseada. Se transformó 1 µl del producto de la 
reacción anterior en células competentes E. coli DH5α [F-, φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-
argF), U169, recA1, endA1, hsdR17 (rK- mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1] y se 
seleccionaron las colonias resistentes a ampicilina.  
 
A continuación, se identificaron las mutaciones mediante secuenciación del DNA 
plasmídico extraído con el kit “Wizard Plus SV Minipreps” (Promega). Las reacciones de 
secuenciación se llevaron a cabo por Macrogen (Seul, Corea del Sur) utilizando un 
secuenciador automático basado en fluorescencia.  Para el análisis de secuencias se 
utilizaron los paquetes Seqman 4.0 (Enastar Inc.) y GeneDoc 2.5 (Copyright© 1999 by 
Karl Nicholas). Los DNAs que contenían las mutaciones correctas se utilizaron para 
transformar en células competentes E. coli XL1-Blue PR. E. coli XL1-Blue PR es una 
cepa XL1-Blue, previamente transformada con el plásmido pATPR, que contiene la región 
codificante de la proteasa del VIH-1 (Figura 18B). Esta enzima es necesaria para que se 









3.3 Expresión y purificación de RTs 
 
 La purificación de las enzimas se llevó a cabo mediante un sistema de 
coexpresión basado en la utilización de los plásmidos pRT66B y pATPR (Boretto et al., 
2001; Matamoros et al., 2005). Las diferencias entre las secuencias de aminoácidos de 
las enzimas purificadas se muestran en la Figura 17. 
 
3.3.1 Expresión de la RT 
 
 Se inocularon 20 ml de medio Luria-Broth (LB) que contenía ampicilina (100 
µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml) con una pequeña cantidad de glicerolado de células de E. 
coli XL1-Blue PR portadoras de los plásmidos pRT66B (que contenía la región codificante 
de la subunidad p66 de la RT) y pATPR (Figura 18). El cultivo se dejó creciendo toda la 
noche a 37 ºC en agitación constante. Los 20 ml de cultivo obtenidos se añadieron a 300 
ml de LB con ampicilina y kanamicina (a las mismas concentraciones indicadas 
anteriormente) y el cultivo se mantuvo en agitación a 37 ºC durante 6 horas más, para ser 
finalmente repartido en 3 matraces de 1 litro cada uno, que contenían medio LB con 
ampicilina (100 µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml). Una vez alcanzada una densidad óptica a 
600 nm de 0,7, se añadió isopropil-β-D-tio-galactopiranósido (IPTG) a una concentración 
final de 0,6 mM y se mantuvo la incubación a 37 ºC durante 24 h. Pasado este tiempo, se 
recogieron las células por centrifugación a 3000 rpm durante 30 min a 4 ºC, utilizando un 
rotor GS3 (Sorvall).   
 
3.3.2 Lisis de las bacterias 
 
 Las células se resuspendieron en 20 ml de tampón de lisis [Tris-HCl 40 mM (pH 
8,0) que contenía ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 25 mM, sacarosa al 10%, 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, benzamidina 2 mM y lisozima 1 mg/ml] y se 
mantuvieron a 4 ºC durante 15 min en agitación constante. Pasados los 15 min, se 
añadieron 20 ml de un tampón que contenía NP-40 al 0,8%, ditiotreitol (DTT) 20 mM, 
PMSF 1 mM y benzamidina 2 mM, y se repitió la incubación a 4 ºC en agitación constante 
durante 15 min. Finalmente, se añadió NaCl a una concentración final de 0,5 M y se 
sonicó la muestra durante 1 min a máxima intensidad. La muestra se centrifugó a 11000 
rpm durante 15 min a 4 ºC, utilizando un rotor SS-34 (Sorvall). El sobrenadante se diluyó 
7 veces en tampón fosfato sódico 50 mM (pH 6,8) y se mantuvo a 4 ºC hasta la siguiente 
etapa de purificación. 
 




3.3.3 Cromatografía de intercambio iónico 
 
 El sobrenadante diluido se cromatografió en una columna de fosfocelulosa P11 
(Whatman), que se preparó según las indicaciones del fabricante y que se equilibró con 
tampón fosfato sódico 50 mM (pH 6,8) hasta alcanzar el mismo pH del tampón. Una vez 
equilibrada, se aplicó la muestra y la columna se lavó con 10 volúmenes de tampón 
fosfato sódico 50 mM (pH 6,8). La enzima se eluyó con un gradiente preparado con 40 ml 
de tampón fosfato sódico 50 mM (pH 6,8) que contenía NaCl 30 mM y 40 ml de tampón 
fosfato sódico 50 mM (pH 6,8) que contenía NaCl 1 M. Se recogieron fracciones de 2 ml y 
se midió su absorbancia a 280 nm. Finalmente, se reunieron aquellas fracciones en las 
que eluyó la proteína, para a continuación llevar a cabo la cromatografía de afinidad. 
 
3.3.4 Cromatografía de afinidad 
 
 La muestra obtenida se aplicó en una columna de 1,5-2 ml de Ni2+-ácido 
nitriloacético-agarosa (ProBondTM, Invitrogen), previamente equilibrada en tampón fosfato 
sódico 50 mM (pH 7,8) que contenía NaCl 0,3 M. La columna se lavó 3 veces con tampón 
fosfato sódico 50 mM (pH 6,8) y 3 veces con tampón fosfato sódico 50 mM (pH 6,0) que 
contenía NaCl 0,5 M.   
 
 La RT se eluyó con un gradiente preparado con 20 ml de tampón fosfato sódico 
50 mM (pH 6,0) que contenía NaCl 0,3 M e imidazol 50 mM y 20 ml de tampón fosfato 
sódico 50 mM (pH 6,0) que contenía NaCl 0,3 M e imidazol 0,5 M. Se recogieron 
fracciones de 2 ml y se midió su absorbancia a 280 nm. Aquellas fracciones en las que 
eluyó la RT se reunieron y se dializaron tres veces frente a tampón de diálisis [Tris-HCl 
50 mM (pH 7,0), NaCl 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, y glicerol al 10%], cambiando el 
medio de diálisis cada 2 h y utilizando bolsas de diálisis de tipo Visking 20/32 de 16 mm 
de diámetro (Serva). Finalmente, la muestra se concentró utilizando concentradores de 
tipo Centriprep-30 y Centricon-30 (Amicon) hasta alcanzar un volumen aproximado de 1 
ml (evitando la formación de precipitado) mediante centrifugación a 4 ºC en ciclos de 20 
min a 3000 rpm, utilizando un rotor SS-34 (Sorvall). La RT concentrada se almacenó a -
20 ºC. 
 
3.3.5 Comprobación de la pureza y concentración de la enzima 
obtenida 
  
Antes de llevar a cabo los estudios bioquímicos con las enzimas, se estimó su 
pureza y el rendimiento del aislamiento mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 




y dodecilsulfato sódico (SDS). La concentración de la proteína se determinó inicialmente 
utilizando su coeficiente de extinción molar a 280 nM  (ε280 = 260450 M-1cm-1) (Kati et al., 
1992). 
 
3.4 Nucleótidos, inhibidores y preparación de complejos molde-
iniciador DNA/DNA 
 
 Los complejos molde-iniciador DNA/DNA heteropoliméricos utilizados en ensayos 
de incorporación de dNTPs y/o escisión de inhibidores bloqueantes de iniciadores se 
detallan en la Tabla 3. Los oligonucleótidos de DNA fueron suministrados por Invitrogen 
Life Technologies. Todos ellos (purificados por HPLC) presentaron un alto grado de 
pureza. 
 
 Las soluciones “stock” (100 mM) de dNTPs se obtuvieron de GE Healthcare.  Los 
derivados trifosfato de los NRTIs se obtuvieron de Trilink BioTechnologies (San Diego, 
California, EE.UU.) (AZTTP) y Sierra Bioresearch (Tucson, Arizona, EE.UU.) (3TCTP). 
Los NNRTIs nevirapina, efavirenz, delavirdina y etravirina se obtuvieron del NIH AIDS 
Research and Reference Reagent Program (Rockville, Maryland, EE.UU.). 
 
Tabla 3. Complejos heteropoliméricos utilizados en los distintos ensayos. 
Nombre Secuencia 
     
31T     5’ TTTTTTTTTAGGATACATATGGTTAAAGTAT  3’ 
21P 3’         *CCTATGTATACCAATTTCATA  5’
     
31C 5’ TTTTTTTTTGGGATACATATGGTTAAAGTAT  3’
21P 3’          *CCTATGTATACCAATTTCATA  5’
     
D38 5’ GGGTCCTTTCTTACCTGCAAGAATGTATAGCCCTACCA 3’
25PGA  3’             *GGACGTTCTTACATATCGGGATGGT 5’
     
D38G 5’ AAAATTAAATAAGATAATAAGAATGTATAGCCCTACCA 3’
25PGG 3’             *TATTATTCTTACATATCGGGATGGT 5’
     
 
Se muestran las secuencias de los oligonucleótidos utilizados como molde (en negrita) y los correspondientes iniciadores, 
situados debajo de éstos y en letra normal. 
  
Los iniciadores 21P, 25PGA y 25PGG se marcaron radiactivamente en su extremo 
5´ terminal con 1 µCi de [γ-32P]ATP (Perkin Elmer) y 5 U de T4 polinucleótido quinasa 
(New England Biolabs). La reacción de marcaje de los iniciadores se realizó en presencia 
de un tampón Tris-HCl 70 mM (pH 7,5) que contenía MgCl2 10 mM y DTT 5 mM. Tras 




incubar durante 45 min a 37 ºC, se comprobó la incorporación de fósforo radiactivo al 
oligonucleótido mediante cromatografía en placas de PEI-celulosa (TLC 20 x 20 cm; 
Merck) utilizando fosfato disódico 0,5 M para su separación. Posteriormente, se inactivó 
la polinucleótido quinasa mediante una incubación de 10 min a 90 ºC. Los complejos 
molde-iniciador D38/25PGA y D38/25PGG se hibridaron en una disolución de NaCl 150 
mM y acetato de magnesio 150 mM, mediante incubación a 95 ºC durante 4 min y 
posterior enfriamiento lento hasta alcanzar temperatura ambiente.  Previamente a su uso, 
para los ensayos de enzima activa y escisión, estos complejos molde-iniciador se 
diluyeron a la concentración deseada en tampón HEPES 500 mM (pH 7,0) conteniendo 
NaCl 150 mM y acetato de magnesio 150 mM. Para los estudios de disociación en 
presencia de urea, afinidad de la RT por el DNA o nevirapina, así como para los ensayos 
de CI50 con NNRTIs, se utilizó el complejo molde-iniciador D38/25PGA, que se diluyó a la 
concentración deseada en tampón HEPES 50 mM (pH 7,0) conteniendo NaCl 15 mM y 
acetato de magnesio 15 mM. 
 
 En los estudios cinéticos llevados a cabo en el estado pre-estacionario y 
estacionario, para determinar la incorporación del dTTP y dCTP, se utilizaron los 
complejos molde-iniciador 31T/21P y 31C/21P, respectivamente. La hibridación de ambos 
complejos molde-iniciador se realizó en agua, en las mismas condiciones de tiempo y 
temperatura indicadas anteriormente. Los híbridos se prepararon a la concentración 
necesaria para ser utilizados en el ensayo. 
 
3.4.1 Preparación del iniciador bloqueado con AZT 
 
 El molde-iniciador marcado en el extremo 5’ del primer D38/25PGA (2 µM) se 
incubó con la RT a 6 nM y AZTTP 125 µM en tampón de reacción Tris-HCl 50 mM (pH 
8,0), KCl 50 mM y MgCl2 12,5 mM durante 60 min a 37 ºC en un volumen final de 48 µl. 
La reacción se detuvo añadiendo un volumen equivalente de una disolución de 
formamida al 90% que contenía EDTA 10 mM. La muestra que contiene el complejo 
molde-iniciador bloqueado con AZT se sometió a electroforesis en geles de poliacrilamida 
al 20% conteniendo urea 8 M. Posteriormente se identificó el DNA (oligonucleótido 
marcado) utilizando placas fotosensibles y un analizador de imagen BAS1500 (Fujifilm), y 
se cortó para su posterior purificación.  
 
El oligonucleótido marcado se extrajo tras añadir a la acrilamida extraída 
(aproximadamente 150 µl) dos volúmenes de tampón de elución [acetato de amonio 0,5 
M, acetato de magnesio 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0) y SDS al 0,1%]. Tras dejar el DNA 




en agitación a 37 ºC durante 12-16 horas, la muestra se centrifugó a 4 ºC durante 1 min a 
14000 rpm en una centrífuga Eppendorf. Se retiró el sobrenadante y al sedimento 
resultante se le añadieron 0,5 ml de tampón de elución. Con el fin de eliminar partículas 
de acrilamida presentes en la disolución, ambos sobrenadantes se filtraron a través de 
papel Whatman GF/C. 
 
La muestra resultante se precipitó con 2 volúmenes de etanol a 4 ºC, 
manteniéndose durante 30 min en hielo. El DNA (oligonucleótido marcado) fue 
recuperado tras centrifugar la muestra a 4 ºC durante 10 min a 14000 rpm en una 
centrífuga Eppendorf. Después de eliminar el sobrenadante, el DNA se redisolvió en 200 
µl de tampón Tris-EDTA (pH 7,6) y 25 µl de acetato sódico 3 M (pH 5,2) y se reprecipitó 
con 450 µl de etanol del mismo modo descrito anteriormente. El DNA (oligonucleótido 
marcado) fue recuperado tras centrifugar a 4 ºC durante 10 min a 14000 rpm en una 
centrífuga Eppendorf. Tras la eliminación del sobrenadante, el sedimento se lavó con 300 
µl de etanol al 70% para ser centrifugado por última vez durante 10 min a 14000 rpm a 4 
ºC. 
 
Finalmente, se eliminó el sobrenadante y después de dejarlo secando toda la 
noche a 37 ºC, el DNA se resuspendió en 100 µl de agua MiliQ. La concentración del 
oligonucleótido marcado obtenido se determinó mediante electroforesis en geles de 
acrilamida (se obtiene aproximadamente el 15% del material de partida). 
 
 
3.5 Determinación de la concentración de enzima activa 
 
 La determinación de la concentración de enzima activa se realizó con todas las 
RTs y con el complejo molde-iniciador D38/25PGA, que se preparó siguiendo los pasos 
descritos en el apartado 3.3. 
 
 El ensayo se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl. Se incubó durante 10 min 
a 37 ºC una mezcla preparada con 10 µl de una disolución de RT (12 nM) y el híbrido 
correspondiente a una concentración 2х (60 nM) en tampón HEPES 100 mM (pH 7,0) que 
contenía acetato potásico 130 mM, NaCl 30 mM, acetato magnésico 30 mM, DTT 1 mM, 
polietilénglicol 6000 al 5%. Tras esta etapa de incubación, se añadieron a la mezcla 10 µl 
del nucleótido a incorporar en la posición +1 del iniciador (dTTP) a 500 µM, disuelto en 
acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM y polietilénglicol 6000 al 5%. 
 
 Se retiraron alícuotas de 4 µl a los 10, 20, 30 y 40 s del inicio de las reacciones, 
que se mezclaron con 4 µl de solución de parada de la reacción [EDTA 10 mM en 




formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)] 
y se incubaron durante 10 min a 90 ºC. Los productos de las reacciones se analizaron 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 M. 
 
 Los geles se expusieron a placas fotosensibles (Fujifilm BAS-MP 2040S) y las 
intensidades de las bandas correspondientes al iniciador elongado en un nucleótido y al 
iniciador no elongado se midieron en un analizador de imagen BAS1500 (Fujifilm) usando 
el programa Tina versión 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate Gmbh, Straubenhardt, 
Alemania). Se representaron los valores correspondientes al porcentaje del iniciador total 
elongado a los distintos tiempos de incubación (10, 20, 30 y 40 s), ajustándose a una 
recta del tipo y = ax + b, donde y es el porcentaje de iniciador elongado, y x es el tiempo 
de reacción transcurrido. El parámetro a representa la tasa de formación de producto y b 
el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero. Este porcentaje multiplicado 
por la concentración de híbrido en el ensayo es igual a la concentración de enzima activa 
en el mismo. 
 
3.6 Ensayos cinéticos 
 
 Los ensayos de incorporación en el estado estacionario, se basan en la 
determinación de las constantes cinéticas (kBBcatBB y KBBm) para la incorporación de dNTPs en el 
extremo 3’ de un iniciador y proporcionan una estimación de la selectividad de la RT por 
el nucleótido (Goodman et al., 1993). La determinación de los parámetros cinéticos se 
lleva a cabo midiendo la incorporación de nucleótidos en el extremo 3’ del iniciador, 
previamente marcado en su extremo 5’ con [γPP32PP ]ATP, en presencia de distintas 
concentraciones de dNTP, una vez formado el complejo binario RT•molde-iniciador. Los 
productos resultantes son analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y 
urea. Los datos obtenidos se ajustan a  la ecuación de Michaelis-Menten, y se 
determinan los parámetros k BBcatBB (tasa de incorporación) y KBBmBB (constante de Michaelis-
Menten) para el dNTP y el NRTI trifosforilado (Figura 19). La selectividad se define como 
la relación entre la eficacia catalítica (kBBcatBB/KBBm) obtenida para el NRTI trifosforilado y la 
eficacia catalítica obtenida para el dNTP correcto.  
 
Una de las limitaciones que presenta la interpretación de los datos proporcionados 
por los ensayos bioquímicos en el estado estacionario radica en que no se pueden 
determinar de forma precisa las constantes cinéticas de afinidad y de polimerización (Kd y 











Figura 19. Determinación de los parámetros cinéticos de incorporación de nucleótidos sobre un complejo molde-
iniciador DNA/DNA heteropolimérico, en estado estacionario (A) y en estado pre-estacionario (B). Se muestra un 
ejemplo en el que se mide la incorporación de dTTP. (A) En el estado estacionario, los porcentajes de iniciador elongado 
a los 10, 20, 30 y 40 s, obtenidos de las reacciones llevadas a cabo en presencia de concentraciones crecientes de dTTP 
(gráfica de la izquierda), se ajustaron a la ecuación lineal y = ax + b, donde y es el porcentaje de iniciador elongado, x es 
el tiempo de reacción transcurrido y los parámetros a y b representan la velocidad de formación de producto y el 
porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero, respectivamente. Los valores de la tasa de formación de 
producto obtenidos a diferentes concentraciones de dTTP se ajustan a una curva de Michaelis-Menten, de la cual se 
obtienen los valores de Vmax y Km, para el nucleótido y la enzima en estudio. kcat = Vmax/[E], donde [E] es la 
concentración de enzima activa utilizada en el ensayo. La selectividad de nucleótido se obtiene mediante el cociente de la 
eficacia catalítica (kcat/Km) del AZTTP respecto al dTTP, en este caso. (B) En el estado pre-estacionario, los productos 
elongados a tiempos muy cortos (hasta 6 s) obtenidos de las reacciones a concentraciones crecientes de dTTP (gráfica de 
la izquierda), se ajustan a la ecuación de la izquierda, donde A es la amplitud, kobs es la constante aparente de formación 
del enlace fosfodiéster y kss es la tasa de recambio de la enzima. La dependencia de kobs con la concentración de dTTP 
viene dada por la ecuación hiperbólica de la derecha, donde kpol y Kd son las constantes catalítica y de afinidad para la 
incorporación del dTTP, respectivamente. La selectividad de la enzima se obtiene de la misma manera que en el estado 
estacionario, pero usando el cociente kpol/Kd para el AZTTP respecto al dTTP, en este caso. 
 




y KBBmBB obtenidos dependen de la disociación entre la enzima y el complejo molde-iniciador 
(k BBoffBB). Por lo tanto, los valores de k BBcatBB y de “afinidad” por el nucleótido (KBBmBB aparente) 
podrían no reflejar constantes cinéticas de incorporación directa de dNTP. La 
dependencia entre Km y Kd viene dada por la ecuación: Km = Kd(koff/kpol) (Wilson et al., 
1996). 
 
Por esta razón, se realizan medidas de incorporación mediante ensayos cinéticos 
en el estado pre-estacionario. Estos ensayos examinan la capacidad de la polimerasa 
para unirse e incorporar el dNTP a tiempos muy cortos (milisegundos). De esta forma, es 
posible el cálculo de la constante de afinidad (KBBdBB) para la interacción entre el dNTP y el 
complejo binario RT•molde-iniciador, y de la constante de polimerización (kBBpol BB). La eficacia 
catalítica se determina a partir de la relación kBBpolBB/KBBd (Kati et al., 1992) (Figura 19). 
 
 
3.6.1 Ensayos cinéticos de incorporación de nucleótidos en el estado 
pre-estacionario 
 
3.6.1.1 Incorporación de dNTPs correctos 
 
 Se determinaron los parámetros cinéticos para la incorporación de dNTP en el 
estado pre-estacionario para las enzimas WT (NL4-3), MDR_69T, MDR_∆69, MDR_69A, 
T69A, ∆69 y G∆69G. Para ello, se utilizó el complejo molde-iniciador 31T/21P. Para las 
enzimas WT (NL4-3), ∆69 y T69A se determinaron además los parámetros cinéticos de 
incorporación de dCTP, utilizando el complejo 31C/21P. La obtención de ambos 
complejos molde-iniciador ha sido descrita en el apartado 3.3. Los ensayos se realizaron 
utilizando un aparato de “Quench Flow” modelo QFM-400 (Bio-Logic Science 
Instruments, Francia), estableciendo tiempos de incubación de 25 ms a 6 s (Kati et al., 
1992; Matamoros et al., 2008).   
 
 Para la incorporación de dTTP y dCTP, las reacciones se llevaron a cabo a 37 ºC 
mezclando 12 µl de una solución que contenía enzima activa a una concentración de 100 
nM y complejo molde iniciador (31T/21P o 31C/21P, dependiendo del ensayo) a 200 nM, 
en tampón de reacción [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), KCl 50 mM] con 12 µl del mismo 
tampón conteniendo concentraciones crecientes de dNTPs (dTTP o dCTP, dependiendo 
del ensayo) en presencia de MgCl2 25 mM.   
 
 Las reacciones se pararon añadiendo 12 µl de EDTA 0,9 M a diferentes tiempos 
en un intervalo comprendido entre 25 y 6000 ms, incubándose a continuación las 
muestras a 90 ºC durante 5 min. Los productos de reacción se sometieron a 




electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 M. Los resultados se 
cuantificaron utilizando placas fotosensibles y un analizador de imagen BAS1500 usando 
el programa Tina versión 2.09.   
 
La formación de producto ([P]) frente al tiempo (t) se ajustó a la siguiente 
ecuación: 
 
[P] = A × (1-℮-kobs × t) + kss × t (Ecuación 1) 
 
donde A es la amplitud, kobs es la constante cinética aparente de formación del enlace 
fosfodiéster y kss es la tasa de recambio de la enzima, equivalente a la constante cinética 
de la fase estacionaria. 
 
La dependencia de kobs en función de la concentración de dNTP está descrita por 
la siguiente ecuación hiperbólica: 
 
kobs = kpol × [dNTP]/(Kd + [dNTP]) (Ecuación 2) 
 
donde Kd y kpol son las constantes de afinidad de dNTP por la RT y catalítica de la 
reacción de polimerización, respectivamente. Estos parámetros se determinaron 
ajustando las curvas con el programa SigmaPlot 2001 (Systat Software, Inc.). kpol/Kd, se 




3.6.1.2 Incorporación de NRTIs trifosforilados  
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de los parámetros cinéticos en el 
estado pre-estacionario para la incorporación de NRTIs. En este caso se midieron los 
parámetros cinéticos de incorporación de AZTTP y de 3TCTP para las enzimas WT (NL4-
3), T69A y ∆69, utilizando como complejos molde-iniciador 31T/21P y 31C/21P, 
respectivamente. 
 
 Las reacciones de incorporación de AZTTP se realizaron bajo las mismas 
condiciones descritas para la incorporación de un nucleótido correcto salvo por la 
concentración de enzima que se añadió en exceso (200 nM final) con respecto al molde-
iniciador (100 nM final). 
 




 Para el 3TCTP, las reacciones de incorporación se llevaron a cabo en un rango de 
tiempo de 10 s a 5 min y la enzima se añadió a una concentración final de 300 nM.  Estos 
ensayos se realizaron manualmente mezclando 5 µl de tampón de reacción conteniendo 
la RT y el molde-iniciador, y 5 µl del mismo tampón conteniendo el dNTP y MgCl2. Las 
reacciones se detuvieron a distintos tiempos con 10 µl de solución de parada [EDTA 10 
mM en formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 
mg/ml)]. 
 
 Los productos de la reacción se resolvieron mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 M. El análisis de los datos se llevó a cabo de la 
misma manera que la descrita en el apartado anterior. 
 
 La formación de producto ([P]) frente al tiempo (t) se ajustó a la ecuación: 
 
 [P] = A × (1-℮-kobs × t)      
 
donde A es la amplitud, kobs es la constante cinética aparente de formación del enlace 
fosfodiéster. Las concentraciones tanto de enzima como de molde-iniciador utilizadas en 
los ensayos de incorporación de 3TCTP, se seleccionaron con el fin de eliminar la 
influencia de la tasa de recambio de la enzima (kss), ya que esta interfiere en la medida de 
constantes cinéticas a bajas tasas de incorporación. En los ensayos de incorporación de 
AZTTP los datos se ajustaron a la Ecuación 1 (apartado 3.6.1.1).  
 
 La determinación de Kd y kpol para cada enzima y el correspondiente NRTI se llevó 
a cabo utilizando la Ecuación 2 descrita en el apartado 3.6.1.1. Así, se obtuvo una 
estimación de la selectividad de la enzima comparando los parámetros cinéticos 




Selectividad =  [kpol/Kd (NRTI trifosforilado)]/[kpol/Kd (dNTP)]   
 
 
3.6.2 Ensayos cinéticos de incorporación de nucleótido en el estado 
estacionario 
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de los parámetros cinéticos para la 
incorporación de dNTPs correctos y de NRTIs trifosforilados sobre un complejo molde-
iniciador en el estado estacionario. Se determinaron las constantes cinéticas para la RT 
WT (NL4-3) en ensayos de incorporación de dTTP y para las RTs WT (NL4-3), 




C_Q151M, MDR_69T, MDR_T69A y MDR_∆69 en ensayos de incorporación de AZTTP. 
Se utilizó el complejo molde-iniciador 31T/21P, siendo el dNTP correcto el dTTP y el 
AZTTP el NRTI trifosforilado. Las concentraciones finales de enzima activa y de complejo 
molde-iniciador en el ensayo fueron de 24-80 nM y 100 nM, respectivamente. 
 
Se preincubó durante 10 min a 37 ºC una mezcla preparada con 20 µl de una 
disolución de RT y el complejo molde-iniciador en tampón de reacción [Tris-HCl 50 mM 
(pH 8,0), KCl 50 mM]. La reacción se inició mediante la adición de 20 µl de tampón de 
reacción conteniendo diferentes concentraciones de dNTP (en un rango de 0,015 a 250 
µM) en presencia de MgCl2 25 mM. Después de la incubación de las muestras a 37 ºC 
durante 10, 20, 30 y 40 s, se recogieron alícuotas de 8 µl y se añadieron a 8 µl de 
solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 
mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)]. Las muestras se calentaron durante 10 min a 90 
ºC y se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 
M. Los resultados se cuantificaron utilizando placas fotosensibles y un analizador de 
imagen BAS1500, tal como se indica en el apartado 3.5.   
 
 La tasa de formación de producto se determinó a 10-12 concentraciones 
diferentes de AZTTP o dTTP, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.5.  Las 
velocidades de incorporación de nucleótido por unidad de tiempo a distintas 
concentraciones de dNTPs se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten, y las 
constantes cinéticas kcat (constante catalítica) y Km, (constante de Michaelis aparente) se 
determinaron para cada enzima y el dNTP o NRTI trifosforilado correspondiente. De esta 
manera se obtuvo una estimación de la resistencia al AZTTP, comparando la eficacia 
catalítica (kcat/Km) obtenida para la enzima WT (NL4-3) con las obtenidas para las 
enzimas multirresistentes. 
 
3.6.3 Ensayos de estabilidad del heterodímero de la RT en presencia 
de urea 
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de la concentración de urea en la 
que el 50% de la enzima se encuentra inhibida (CI50). Se determinaron los valores de CI50 
para las enzimas WT (NL4-3), MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I 
sobre el complejo molde-iniciador D38/25PGA. Las concentraciones finales de enzima y 
complejo molde-iniciador en el ensayo fueron de 30 a 50 nM y 30 nM, respectivamente.  
  
 Se preincubó la RT con diferentes concentraciones de urea (en un rango de 0 a 3 
M) durante 10 min a 37 ºC en 10 µl de tampón HEPES 12 mM (pH 7,0) conteniendo NaCl 
6 mM, acetato magnésico 6 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM y polietilénglicol 




6000 al 5%. La reacción de polimerización se inició mediante la adición del complejo 
molde-iniciador (60 nM) y dTTP 50 µM, disueltos en 10 µl de tampón HEPES 12 mM (pH 
7,0) que contenía NaCl 6 mM, acetato magnésico 6 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 
mM y polietilénglicol 6000 al 5%, y la concentración de urea correspondiente (en un rango 
de 0 a 3 M). 
 
 Las mezclas se incubaron a 37 ºC durante 20 s y la reacción se detuvo mediante 
la adición de 10 µl de solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, 
conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)]. Los tiempos de 
incubación utilizados estaban dentro del rango lineal de la cinética correspondiente. Las 
muestras se calentaron posteriormente durante 10 min a 90 ºC. Los productos de las 
reacciones se analizaron tras realizar electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% 
conteniendo urea 8 M. Los geles se expusieron a placas fotosensibles y las intensidades 
de las bandas correspondientes al iniciador elongado en un nucleótido y al iniciador no 
elongado se midieron en un analizador de imagen BAS1500, usando el programa Tina 
versión 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate Gmbh, Straubenhardt, Alemania). El 
porcentaje de iniciador elongado frente a la concentración de urea se ajustó a una curva 




3.6.4 Determinación de la CI50 de NNRTIs 
 
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de la CI50 de NNRTIs, utilizando el 
complejo molde-iniciador D38/25PGA correctamente apareado, en las condiciones 
descritas en el apartado 3.4. Se estudió el efecto inhibitorio de nevirapina, delavirdina, 
efavirenz y etravirina sobre las RTs WT (NL4-3), A376S y K103N y de efavirenz sobre los 
mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I. 
  
 La enzima (30-50 nM) y el complejo molde-iniciador (75 nM) se mezclaron en 66 
µl de un tampón HEPES 15 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 7,5 mM, acetato magnésico 
7,5 mM, acetato potásico 260 mM, DTT 2 mM, polietilénglicol 6000 al 10% y 
dimetilsulfóxido (DMSO) al 2%.  
 
Después de preincubar el complejo RT/molde-iniciador, se mezclaron alícuotas de 
4 µl con el mismo volumen del NNRTI correspondiente, diluido en 10% DMSO. Las 
mezclas se incubaron durante 10 min a 37 ºC. El rango de concentración utilizado para 
los NNRTIs varió dependiendo tanto del inhibidor como de la enzima (Tabla 4).  
 
 






Tabla 4. Concentraciones de NNRTIs en los ensayos de determinación de CI50. 
 
 Concentración NNRTIs (µM) 
Enzima Nevirapina Delavirdina Efavirenz Etravirina 
     
WT (NL4-3) 0 - 100 0 - 100 0 - 4 0 - 4 
MDRs - - 0 - 1600 - 
K103N 0 - 1600 0 - 1600 0 - 320 0 - 4 
A376S 0 - 1600 0 - 100 0 - 4 0 - 4 
     
 
 
Una vez incubado el complejo enzima/molde-iniciador con el inhibidor, se inició la 
reacción añadiendo 2 µl de tampón HEPES 7,5 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 3,75 mM, 
acetato magnésico 3,75 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM, polietilénglicol 5%, 
DMSO al 1% y dTTP a 25 µM. Las mezclas se incubaron a 37 ºC durante 20 s y la 
reacción se detuvo mediante la adición de 10 µl de solución de parada [EDTA 10 mM en 
formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)]. 
Los tiempos de incubación utilizados estaban dentro del rango lineal de la cinética 
correspondiente. Las muestras se calentaron posteriormente durante 10 min a 90 ºC. Los 
productos de las reacciones se analizaron tras electroforesis en geles de poliacrilamida al 
20% conteniendo urea 8 M. Los geles se expusieron a placas fotosensibles y las 
intensidades de las bandas correspondientes al iniciador elongado en un nucleótido y al 
iniciador no elongado se midieron en un analizador de imagen BAS 1500 utilizando el 
programa Tina versión 2.09. La CI50 se determinó a partir del mejor ajuste de los datos a 
una curva dosis-respuesta utilizando el programa SigmaPlot 2001. 
 
3.6.5  Inhibición de las RTs por foscarnet y fosfonoacetato  
  
 Estos ensayos se basan en la determinación de la CI50 para dos análogos a 
pirofosfato (foscarnet y fosfonoacetato). Los ensayos se realizaron sobre el complejo 
molde-iniciador 31T/21P y se determinaron los valores de CI50 para las RTs WT (NL4-3), 
T69A, ∆69 y MDR_∆69. 
 
 Las reacciones se llevaron a cabo en 20 µl de tampón de reacción [Tris-HCl 50 
mM (pH 8,0), KCl 50 mM]. La concentración final de enzima activa y complejo molde-
iniciador fue de 12-40 nM y 100 nM, respectivamente. 
 




 La reacción se inició mediante la incubación de la mezcla con la enzima y el 
complejo molde-iniciador durante 10 min a 37 ºC en ausencia de nucleótidos, seguida de 
la adición de 20 µl de tampón de reacción [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), KCl 50 mM] 
conteniendo dTTP o AZTTP (5 µM final) y diferentes concentraciones de foscarnet o 
fosfonoacetato en presencia de MgCl2 25 mM. Las concentraciones finales de foscarnet y 
fosfonoacetato se mantuvieron en rangos de 0-10 mM y 0-200 mM, respectivamente. Las 
muestras se incubaron durante 30 s y la reacción se detuvo mediante la adición de 40 µl 
de solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 
mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)]. Las muestras se calentaron durante 10 min a 90 
ºC. Los productos fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida al 20 % 
conteniendo urea 8 M. Los resultados se cuantificaron utilizando placas fotosensibles y 
un analizador de imagen BAS1500 (Fujifilm). La inhibición por foscarnet y fosfonoacetato 
se estimó después de determinar la cantidad de iniciador alongado a diferentes 
concentraciones de los inhibidores y compararla con la obtenida en ausencia de foscarnet 
o fosfonoacetato. Los tiempos de incubación utilizados estaban dentro del rango lineal de 
la cinética de incorporación de nucleótido correspondiente. Se representó la cantidad de 
iniciador extendido por unidad de tiempo (producto) frente a la concentración de foscarnet 
y fosfonoacetato, y los datos se ajustaron a una curva dosis-respuesta para obtener la 
CI50 correspondiente. 
 
3.6.6 Ensayos de afinidad por el DNA 
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de la constante de disociación (Kd) 
de la RT por el DNA. Se utilizaron las enzimas WT (NL4-3), A376S y K103N y el complejo 
molde-iniciador D38/25PGA. La concentración final de enzima activa en el ensayo fue de 
2 a 8 nM y las concentraciones finales de complejo molde-iniciador se mantuvieron en el 
rango de 1,875 a 60 nM. 
 
Se preincubó durante 10 min a 37 ºC una solución que contenía 8 µl de la RT y 8 
µl de concentraciones crecientes del complejo molde-iniciador D38/25PGA en tampón 
HEPES 25 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 15 mM, acetato magnésico 15 mM, acetato 
potásico 130 mM, DTT 1 mM, polietilénglicol 6000 al 5% y DMSO al 1%. La reacción se 
inició mediante la adición de 4 µl de tampón de reacción [HEPES 7,5 mM (pH 7,0) 
conteniendo NaCl 3,75 mM, acetato magnésico 3,75 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 
1 mM, polietilénglicol 6000 al 5% y DMSO al 1%], que contenía además dTTP a 125 µM. 
Se incubó la muestra a 37 ºC y se recogieron alícuotas de 4 µl a los 10, 20, 30 y 40 s, 
que se mezclaron con 4 µl de solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, 




conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)] y se incubaron 
posteriormente durante 10 min a 90 ºC. Los productos de las reacciones se analizaron 
tras electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 M. 
 
 Los geles se expusieron a placas fotosensibles y las intensidades de las bandas 
correspondientes al iniciador elongado en un nucleótido y al iniciador no elongado se 
midieron en un analizador de imagen BAS1500 utilizando el programa Tina versión 2.09. 
Se determinó el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero para cada 
concentración de D38/25PGA utilizada que, multiplicada por la concentración de 
D38/25PGA, nos da la concentración de enzima activa unida al DNA. 
 
  
La concentración de enzima activa unida a D38/25PGA ([E•DNA]) a diferentes 
concentraciones de D38/25PGA se ajustó a la siguiente ecuación: 
 
[E•DNA] = 0,5 × [(Kd+ET+TP) - ] 
 
donde ET y TP serían la concentración de enzima activa total y la concentración de 
complejo molde-iniciador (libre y unido) utilizada en el ensayo, respectivamente. La Kd 
sería la constante de equilibrio de disociación de la enzima por el DNA. Esta constante se 
determinó utilizando el programa SigmaPlot 2001.  
 
 
3.6.7 Ensayos de afinidad por nevirapina  
 
 Estos ensayos se basan en la determinación de la constante de disociación (Kd) 
de la RT con nevirapina. Se utilizaron las enzimas WT (NL4-3) y A376S, y los complejos 
molde-iniciador D38/25PGA y 31T/21P. La concentración final tanto de enzima activa 
como de complejo molde-iniciador en el ensayo fue de 30 nM.   
  
Se preincubó la RT con el complejo molde-iniciador D38/25PGA a 37 ºC durante 
10 min en tampón HEPES 15 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 7,5 mM, acetato 
magnésico 7,5 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM, polietilénglicol 6000 al 5% y 
DMSO al 1%. Después de la preincubación anterior, se mezclaron alícuotas de 6 µl con el 
mismo volumen de concentraciones crecientes de nevirapina (de 0 a 750 µM), diluida en 
DMSO al 10%. Las mezclas se incubaron durante 10 min a 37 ºC. La reacción se inició 
mediante la adición de 3 µl de tampón de reacción [HEPES 7,5 mM (pH 7,0), NaCl 3,75 
mM, acetato magnésico 3,75 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM, polietilénglicol 




6000 al 5% y DMSO al 1%], que contenía dTTP a 125 µM. Se incubó la muestra a 37 ºC 
y se recogieron alícuotas de 4 µl a los 10, 20, 30 y 40 s, que se mezclaron con 4 µl de 
solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 
mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)] y se incubaron posteriormente durante 10 min a 
90 ºC. Los productos de las reacciones se analizaron tras electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 20% conteniendo urea 8 M. 
 
Se determinó también, la constante de disociación (Kd) de la RT WT (NL4-3) con 
nevirapina utilizando el complejo molde-iniciador 31T/21P. Se preincubó la RT durante 10 
min a 37 ºC en tampón de reacción [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), KCl 50 mM], en presencia 
de MgCl2 10 mM. Las concentraciones finales de enzima activa y de complejo molde-
iniciador en el ensayo fueron de 25 nM y 50 nM, respectivamente. Las reacciones se 
llevaron a cabo bajo el mismo procedimiento descrito anteriormente. El rango de 
concentración de nevirapina utilizado fue de 0 a 100 µM y la concentración final de dTTP 
fue de 75 µM.  
 
 Los geles se expusieron a placas fotosensibles y las intensidades de las bandas 
correspondientes al iniciador elongado en un nucleótido y al iniciador no elongado se 
midieron en un analizador de imagen BAS1500 utilizando el programa Tina versión 2.09. 
Se determinó el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero que, 
multiplicado por la concentración del complejo molde-iniciador, nos indica la 
concentración de enzima unida al DNA para cada concentración de nevirapina utilizada. 
 
Para determinar la Kd para el NNRTI, se obtuvo la concentración de enzima unida 
al complejo molde-iniciador (D38/25PGA o 31T/21P) ([E•DNA]) a diferentes 
concentraciones de nevirapina y los datos obtenidos se ajustaron a la ecuación: 
 
[E•DNA] = ET – {0,5 × [(Kd+ET+I) – ]   
 
 
donde ET e I serían la concentración de enzima activa total y la concentración de inhibidor 
utilizadas en el ensayo, respectivamente (Xia et al., 2007). La Kd sería la constante de 
equilibrio de disociación de la enzima con el inhibidor. Esta constante se determinó 








3.7 Ensayos de rescate de iniciadores bloqueados con NRTIs 
 
Estos ensayos tienen como objetivo analizar la capacidad de las enzimas para 
escindir un NRTI del extremo 3’ del iniciador. Se determinó la capacidad de escisión de 
NRTIs de las RTs WT (NL4-3 y BH10), MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69, 
MDR_∆69/I75V, C_Q151M, T69A, ∆69, ∆69/K219E, G∆69G (S68G/∆69/K70G), 
G∆69G/K219E (S68G/∆69/K70G/K219E), ∆67GR (∆67/T69G/K70R), ∆67GR/K219E 
(∆67/T69G/K70R/K219E), M41L/T215Y, G∆69G_LY (M41L/S68G/∆69/K70G/T215Y) y 
∆67GR_LY (M41L/∆67/T69G/K70R/T215Y). Para ello, se utilizó el complejo 
heteropolimérico D38/25PGA para AZTTP y d4TTP y D38G/25PGG para 3TCTP. Ambos 
se prepararon siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.4. 
 
 Para eliminar cualquier traza de PPi, todos los derivados de trifosfato de los NRTIs 
y los dNTPs fueron tratados con pirofosfatasa (Roche) antes de ser utilizados.  La 
pirofosfatasa se eliminó después de una incubación de una hora a 37 ºC, mediante 
centrifugación a 4 ºC en ciclos de 20 min, utilizando concentradores de tipo Microcon-10 y 
Centricon-10 (Amicon) (Mas et al., 2002). 
 
 El complejo que contenía el iniciador fosforilado (30 nM) se preincubó a 37 ºC 
durante 10 min en 20 µl de tampón HEPES 50 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 15 mM, 
acetato magnésico 15 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM y polietilénglicol 6000 al 
5% (tampón de preincubación) con 5 µl de la RT correspondiente (Figura 20). La 
concentración final de enzima activa en el ensayo fue de 24 y 72 nM (ensayos con PPi y 
ATP, respectivamente) y la concentración de complejo molde-iniciador fue de 30 nM. 
 
Las reacciones se iniciaron añadiendo el mismo volumen (25 µl) de tampón de 
preincubación que contenía el inhibidor trifosfato (AZTTP, d4TTP o 3TCTP). Las 
concentraciones finales de NRTIs fueron 25 µM para AZTTP y d4TTP y 200 µM para 
3TCTP. Tras incubar las muestras durante 30 min a 37 ºC, las reacciones de rescate se 
iniciaron añadiendo 40 µl de una mezcla de dNTPs y el correspondiente donador de PPi, 
en el tampón indicado anteriormente. La concentración final de PPi fue de 20 µM a 500 
µM dependiendo del ensayo, mientras que el ATP se suministró a 3,2 mM. Las 
reacciones de rescate se llevaron a cabo en presencia de una concentración de 100 µM 
de cada dNTP, a excepción del siguiente dNTP complementario (dATP, bajo nuestras 
condiciones de ensayo) que fue suministrado a 1 µM, concentración necesaria para 
minimizar sus efectos inhibitorios en la eficiencia de las reacciones de rescate. Las 
reacciones fueron incubadas hasta 2 h y se retiraron alícuotas de 4 µl a distintos tiempos, 




que se mezclaron con 4 µl de solución de parada [EDTA 10 mM en formamida al 90%, 
conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)] y se incubaron 
posteriormente durante 10 min a 90 ºC. Los productos se sometieron a electroforesis en 
geles de poliacrilamida al 20 % conteniendo urea 8 M. Los geles se expusieron a placas 
fotosensibles y las intensidades de las bandas correspondientes al iniciador elongado y al 
iniciador no elongado se midieron en un analizador de imagen BAS1500 usando el 
programa Tina versión 2.09. 
 
 
Figura 20. Esquema de la reacción de bloqueo con inhibidores y posterior escisión y polimerización. La reacción se 
inicia con la adición del inhibidor tras la incubación de la RT con el complejo molde-iniciador durante 10 min a 37 ºC. 
Una vez añadido el inhibidor, se añade el donador de PPi (ATP, en este caso) y todos los dNTPs.  Dependiendo de la 
capacidad de la RT para desbloquear el iniciador se obtendrá más o menos cantidad de producto elongado. 
 
El efecto inhibitorio por el siguiente nucleótido complementario (dATP) se 
determinó después de medir la cantidad de iniciador rescatado en reacciones incubadas 
a diferentes concentraciones de dATP entre 1 y 1000 µM, en un rango de tiempo de 0 a 5 
min. Los tiempos de incubación estuvieron dentro del rango lineal de la cinética 
correspondiente. La reacción se detuvo añadiendo 4 µl de solución de parada [EDTA 10 
mM en formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 
mg/ml)] y calentando la muestra durante 5 min a 90 ºC. Los productos de la reacción se 
analizaron y cuantificaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente. El porcentaje de 
inhibición fue representado frente a la concentración de dATP y los datos se ajustaron a 
una ecuación hiperbólica para obtener la CI50 para cada enzima analizada. 
 
3.7.1 Ensayos de escisión de AZTMP en presencia de foscarnet, en 
condiciones de estado pre-estacionario  
 
 En estas condiciones, se determinaron los parámetros cinéticos de escisión para 
las RTs WT (NL4-3), T69A y ∆69. Las reacciones de escisión mediadas por foscarnet se 
llevaron a cabo con un complejo heteropolimérico que contenía un iniciador bloqueado 
con AZT (D38/5’-32P-25PGAAZT) (12,5 nM) (apartado 3.4.1) y la RT correspondiente (30 
nM) en 30 μl de tampón de preincubación [HEPES 50 mM (pH 7,0) que contenía NaCl 15 
mM, acetato magnésico 15 mM, acetato potásico 130 mM, DTT 1 mM y polietilénglicol 
6000 al 5%]. La muestra fue incubada durante 10 min a 37 ºC y las reacciones se 




iniciaron mediante la adición de 10 μl de tampón de preincubación que contenía foscarnet 
a diferentes concentraciones (0 a 2,5 mM). Se tomaron alícuotas de 4 μl a diferentes 
tiempos (entre 0 y 7 h) y se agregaron a 12 μl de solución de parada [EDTA 10 mM en 
formamida al 90%, conteniendo xilencianol FF (3 mg/ml) y azul de bromofenol (3 mg/ml)]. 
Posteriormente, las muestras se incubaron a 90 ºC durante 5 min. Los productos de 
reacción se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% conteniendo 
urea 8 M. Los resultados se cuantificaron utilizando placas fotosensibles y un analizador 
de imagen BAS1500 usando el programa Tina versión 2.09.  
 
La escisión de producto ([Pes]) frente al tiempo (t) se ajustó a la ecuación 
exponencial: 
 
[Pes] = A × (1-℮-kobs × t)  
 
donde A es la amplitud y kobs es la tasa de escisión aparente. La dependencia de kobs en 
función de la concentración de foscarnet está descrita por la ecuación hiperbólica: 
 
kobs = kes x [dNTP]/(Kd + [dNTP])  
 
donde Kd y kes son las constantes de disociación en equilibrio y de escisión del AZTMP en 
presencia de foscarnet para la RT, respectivamente, que se determinaron utilizando el 
programa SigmaPlot 2001. En este caso, kes/Kd, se define como la eficiencia catalítica de 











4.1 Caracterización de RTs multirresistentes portadoras de la 
deleción ∆69 
 
 Estudios anteriores han permitido identificar un aislado clínico en el que se detectó 
una deleción de tres nucleótidos en el codón 69 de la región codificante de la RT, 
acompañada por una serie de mutaciones de resistencia a inhibidores análogos y no 
análogos a nucleósido. Ensayos fenotípicos revelaron que estos aislados eran resistentes 
a todos los inhibidores de la RT comercializados en 2007 (ver Figura 16 en Introducción) 
(Villena et al., 2007). La Figura 21 muestra las variaciones de secuencia en el dominio 
polimerasa de la RT entre las variantes multirresistentes y la RT WT (NL4-3). Entre las 
mutaciones observadas se encuentra el complejo de la Q151M, constituido por los 
cambios A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151M, que generan resistencia a múltiples NRTIs 
como AZT, ddI, ddC y d4T. También se encuentra la mutación M184V, responsable de 
generar niveles altos de resistencia al 3TC y FTC. Por otro lado, observamos mutaciones 
relacionadas con resistencia NNRTIs como K103N, Y181C y G190A, la primera de ellas 
implicada en resistencia a delavirdina, nevirapina y efavirenz. 
 
 
Figura 21. Diferencias de aminoácidos en el dominio polimerasa de la RT entre variantes del VIH-1 obtenidas de 
un paciente portador de la deleción ∆69 y sometido a múltiples tratamientos y una RT de subtipo B no mutada 
(cepa NL4-3) (Villena et al., 2007). Los residuos iguales a los encontrados en la enzima WT (NL4-3) se indican 
mediante puntos.  Los aminoácidos subrayados son característicos de resistencia a inhibidores de la RT. 
 
 
 Dado que se dispone del seguimiento clínico del paciente del que se obtuvieron 
los aislados (ver Figura 14 en Introducción), se decidió estudiar la contribución del 
tratamiento a la adquisición de multirresistencia y a la aparición de la deleción ∆69. Para 
ello, se expresaron y purificaron RTs portadoras de la secuencia multirresistente del 
dominio polimerasa de la RT del paciente con: Thr en la posición 69 (MDR_69T), con el 
cambio de aminoácido T69A (MDR_T69A) y finalmente una variante portadora de la 
deleción ∆69 (MDR_∆69) (Figura 21). Nos planteamos averiguar cuál sería la ventaja 
selectiva que aportaría la deleción (Δ69) en un contexto de secuencia multirresistente y 
analizar el papel de la misma y sus mutaciones acompañantes en el mecanismo de 








4.1.1 Análisis de la actividad DNA polimerasa mediante ensayos de 
incorporación de dNTP en el estado pre-estacionario 
 
Los ensayos en el estado pre-estacionario permiten el análisis de la actividad 
enzimática en escalas de tiempo muy pequeñas (<1 s), en las que tiene lugar la 
incorporación del dNTP. Los parámetros cinéticos determinados en el estado pre-
estacionario permiten sacar conclusiones acerca del mecanismo de la reacción, al 
permitirnos determinar la constante de afinidad aparente para la unión del nucleótido 
entrante (Kd) y la velocidad máxima de incorporación de éste (kpol).   
 
 Se llevó a cabo la determinación de los parámetros cinéticos en el estado pre-
estacionario para las RTs WT (NL4-3) y las mutantes multirresistentes MDR_69T, 
MDR_T69A y MDR_∆69. En estos ensayos se utilizó el complejo molde-iniciador cuya 
secuencia se muestra en la Figura 22A. Las cinéticas de incorporación del nucleótido 
correcto (dTTP) sobre el complejo molde-iniciador 31T/21P para las enzimas 
multirresistentes estudiadas se muestran en la  Figura 22B.  
 
 Con todas las variantes utilizadas se obtuvieron curvas exponenciales en las que 
se observa una primera fase de incorporación de dTTP rápida (“burst”) seguida de una 
segunda fase más lenta, cuya constante de velocidad es kss (Figura 22B). La velocidad 
de incorporación del nucleótido (kobs) se determinó en presencia de distintas 
concentraciones de dNTP. La dependencia de la velocidad de la reacción (kobs) con la 
concentración de nucleótido, se analizó ajustando los datos a una ecuación hiperbólica. 
Así, se obtuvo la velocidad máxima de incorporación del dNTP (kpol) y la constante de 
afinidad de unión del dNTP (Kd) para las cuatro enzimas estudiadas (Figura 22C). En la 
Tabla 5 se muestran los parámetros cinéticos obtenidos en el estado pre-estacionario. 
 
 A pesar de los cambios de aminoácido presentes en las RTs multirresistentes, que 
afectan a residuos localizados en el sitio de unión del dNTP (por ejemplo, Y115F, Q151M, 
M184V, etc.), éstas retienen una actividad polimerasa significativa. Los valores de Kd y 
kpol para la incorporación del dTTP fueron similares para las tres enzimas, aunque la RT 
MDR_∆69 mostró un ligero aumento en su eficacia catalítica en comparación con el resto 
de mutantes. La RT C_Q151M (portadora del complejo de la Q151M y caracterizada 
previamente en el laboratorio) tuvo una eficacia catalítica (kpol/Kd) para la incorporación de 
nucleótido similar a la del resto de mutantes, presentando valores entre 1,5 a 2,2 veces 
menores a los obtenidos con la enzima WT (NL4-3). Las diferencias observadas fueron 
debidas a una reducción en la constante catalítica de incorporación de dTTP (kpol), 





Figura 22. Parámetros cinéticos para la incorporación del nucleótido correcto (dTTP) en el estado pre-
estacionario. (A) Secuencia del complejo molde-iniciador 31T/21P con el que se llevaron a cabo las cinéticas de 
incorporación. (B) Cinéticas de incorporación de dTTP sobre el complejo molde-iniciador 31T/21P en el estado pre-
estacionario. A una mezcla preincubada con la RT (50 nM) y 31T/21P marcado con 32P en el extremo 5’ (100 nM) se le 
añadieron concentraciones crecientes de nucleótido en un tampón que contenía Mg2+ a 12,5 mM. Las reacciones se 
detuvieron a los tiempos indicados y los productos se analizaron en geles de poliacrilamida y urea. Las líneas continuas 
representan el mejor ajuste de los datos a la ecuación [P] = A × (1-℮-kobs × t) + kss x t. (C) Dependencia con de la 
incorporación de dTTP en el complejo molde-iniciador 31T/21P por la RT WT (NL4-3) y los mutantes analizados. Las 
velocidades de primer orden (kobs) obtenidas de los ajustes de los datos mostrados en (A) se representaron frente a la 
concentración de dTTP. (C) La línea continua representa el mejor ajuste de los datos a la ecuación hiperbólica. Los datos 






caracterizada previamente en el laboratorio), con la que se observó una pérdida de 
afinidad por el dTTP reflejada en una disminución de casi dos veces en la Kd aparente. 
 
 
Tabla 5. Parámetros cinéticos obtenidos en el estado pre-estacionario para la 
incorporación de dTTP en un complejo molde-iniciador heteropolimérico por parte 






















Se utilizó el molde-iniciador 31T/21P como sustrato (Figura 22A). Los datos se muestran como el valor medio ± 
desviación estándar de un experimento representativo. Cada uno de los ensayos fue realizado al menos dos veces 
independientemente. La variabilidad entre los ensayos fue inferior al 20%. 
 
a  Los datos de la RT C_Q151M, portadora del complejo de la Q151M (A62V/V75I/F77L/F116Y/Q151M) en un 
contexto de secuencia WT (NL4-3) fueron obtenidos previamente en el laboratorio (García-Pérez et al., 2006: 
Matamoros et al., 2009). 
  
 
4.1.2 Resistencia a AZT  
 
 Estudios anteriores han demostrado que la aparición de mutaciones del complejo 
de la Q151M (A62V/V75I/F77L/F116Y/Q151M) está asociada con resistencia a AZT 
(Deval et al, 2002). Dado que las RTs multirresistentes son portadoras de este complejo, 
en este trabajo nos planteamos analizar su implicación en el mecanismo molecular de 
resistencia a AZT. 
 
 La resistencia a AZT puede darse a través de dos mecanismos moleculares 
diferentes, bien por discriminación en la incorporación entre los dNTPs naturales y los 
correspondientes análogos a nucleósido fosforilados, o mediante un incremento de la 
tasa de escisión de inhibidores terminadores de cadena en el extremo 3’ del DNA  
sintetizado a través de un mecanismo de fosforolisis mediado por ATP o PPi (Mas et al., 
2002). Decidimos estudiar la influencia de ambos mecanismos en la resistencia al AZT y 
Enzima Nucleótido kpol (s-1) Kd (μM) kpol/Kd (μM-1 s-1) 
     
WT (NL4-3) dTTP 17,4 ± 2,0 7,1 ± 2,5 2,47 ± 0,93 
     
MDR_69T dTTP 7,4 ± 0,4 5,9 ± 1,7 1,25 ± 0,37 
     
MDR_Δ69 dTTP 8,2 ± 0,3 4,9 ± 0,8 1,65 ± 0,27 
     
MDR_T69A dTTP 10,5 ± 0,9 9,4 ± 2,7 1,11 ± 0,33 
     
C_Q151Ma dTTP 14,1 ± 1,4 13,3 ± 4,7 1,06 ± 0,39 




determinar la capacidad que tienen las diferentes enzimas multirresistentes tanto para 
discriminar entre dTTP y AZT, como para escindir iniciadores bloqueados con AZT. 
 
4.1.2.1 Ensayos de incorporación de AZTTP  
 
La incorporación de AZTTP en condiciones de estado pre-estacionario no fue 
posible, dado que se requerían concentraciones muy elevadas del inhibidor para observar 
incorporación a tiempos cortos, estimándose valores de Kd por encima de 40 µM (datos 
no mostrados). Por ello, los ensayos de incorporación de AZTTP se realizaron en 
condiciones de estado estacionario. Este método no nos permite sacar conclusiones 
acerca del mecanismo de la reacción al no poder determinar de forma precisa las 
constantes de afinidad por el dNTP (Kd aparente) y la constante cinética de 
polimerización (kpol). Sin embargo, los datos obtenidos a partir de cinéticas en el estado 
estacionario permiten cuantificar la especificidad y eficiencia de la enzima y observar si 
existe una diferencia global en la incorporación del nucleótido para cada enzima. 
Mediante ensayos de incorporación de dNTP en el estado estacionario se obtienen las 
constantes catalítica (kcat) y de Michaelis-Menten aparente (Km), así como la eficacia 
catalítica de la enzima en el estado estacionario (kcat/Km).  
 
Se llevaron a cabo ensayos de incorporación de nucleótido (dTTP y/o AZTTP) en 
el estado estacionario para la RT WT (NL4-3) y los mutantes C_Q151M, MDR_69A, 
MDR_T69A y MDR_∆69 utilizando el complejo molde-iniciador 31T/21P. Las cinéticas de 




Figura 23. Dependencia de la concentración de nucleótido, para la incorporación de dTTP y AZTTP en el 
complejo molde-iniciador 31T/21P en condiciones de estado estacionario.  (A) Velocidad de incorporación de dNTP 
por parte de la RT WT (NL4-3) en presencia de concentraciones crecientes de nucleótido. (B) Velocidad de 
incorporación de la RT WT (NL4-3) y los mutantes C_Q151M, MDR_69T, MDR_T69A y  MDR_∆69 en presencia de 
concentraciones crecientes de inhibidor. La velocidad de formación de producto se determinó a 10-12 concentraciones 
diferentes de AZTTP o dTTP, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.6.2 de Materiales y Métodos. Las 
tasas de formación de producto obtenidas a las distintas concentraciones de dNTPs, se ajustaron a la ecuación hiperbólica 
de Michaelis-Menten, y la velocidad máxima (Vmax) y constante de Michaelis aparente (Km) se determinaron para cada 






Las cinéticas de incorporación de dTTP y AZTTP obtenidas con la RT WT (NL4-3) 
fueron similares (Figura 23). La RT WT (NL4-3) incorpora mucho más eficazmente el 
AZTTP que las RTs mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y C_Q151M, ya que 
éstas requieren una concentración mayor de AZTTP para alcanzar la velocidad máxima 
(Vmax) (Figura 23).  
 
La Tabla 6 muestra los parámetros cinéticos obtenidos para las enzimas 
estudiadas. La eficacia catalítica observada para la enzima WT (NL4-3) en incorporación 
de dTTP fue similar a la obtenida con AZTTP. Cuando se compararon los parámetros 
cinéticos para la incorporación de dTTP y AZTTP por la RT WT (NL4-3) se observó una 
leve disminución de menos de 2 veces y de 2,6 veces en la kcat y Km, respectivamente. 
Esto da lugar a una eficacia catalítica sólo 1,5 veces más alta para el AZTTP que para el 
dTTP. 
 
Tabla 6. Parámetros cinéticos obtenidos en el estado estacionario para la 
incorporación de dTTP y AZTTP por la RT WT (NL4-3) y RTs mutantes portadoras 
de combinaciones de mutaciones que confieren multirresistencia. 
 
Enzima Nucleótido kcat (min-1) Km (μM) kcat/Km (μM-1 min-1)
 
dTTP 2,30 ± 0,09 0,129 ± 0,017 17,8 ± 2,5 WT (NL4-3)
AZTTP 1,32 ± 0,09 0,048 ± 0,012 27,5 ± 7,1 
     
MDR_69T AZTTP 2,19 ± 0,10 17,2 ± 3,8 0,13 ± 0,03 
     
MDR_Δ69 AZTTP 1,65 ± 0,13 6,7 ± 2,1 0,25 ± 0,08 
     
MDR_69A AZTTP 2,12 ± 0,09 11,0 ± 1,9 0,19 ± 0,03 
     
C_Q151M AZTTP 1,12 ± 0,03 0,36 ± 0,05 3,11 ± 0,45 
     
 
Después de la formación del complejo de RT • (DNA/DNA), las reacciones de incorporación de dTTP se incubaron a 37 
ºC durante 10, 20, 30 y 40 s, para determinar la tasa de formación de producto en el estado estacionario a cada 
concentración de nucleótido. El complejo molde-iniciador utilizado fue 31T/21P. Los datos mostrados representan la 
media ± desviación estándar de un experimento representativo, obtenidos del ajuste a la ecuación de Michaelis-Menten. 
La kcat (constante catalítica) se determinó en base a la relación entre Vmax y la concentración de enzima activa en el 
ensayo. Cada experimento se realizó al menos tres veces independientemente. La variabilidad entre los distintos ensayos 
fue inferior al 20%. 
 
 
En estos ensayos no detectamos diferencias importantes entre los valores de kcat 
y Km para la incorporación de AZTTP, obtenidos con las enzimas MDR_69T y 
MDR_T69A, aunque se observó un ligero aumento en la eficacia catalítica (kcat/Km) en 




multirresistentes muestran un descenso de 110 a 211 veces de la eficacia catalítica 
respecto a la de la enzima WT (NL4-3) para la incorporación del inhibidor. La disminución 
de la eficacia catalítica observada con las RTs multirresistentes fue debida al aumento, 
entre 140 y 358 veces, de los valores de Km para el AZTTP en relación con los de la RT 
WT (NL4-3). Por otro lado, observamos que el mutante C_Q151M tiene una eficacia 
catalítica 8,8 veces más baja en comparación a la enzima WT (NL4-3) para la 
incorporación de AZTTP, debida también a un aumento en los valores de su Km de 7,5 
veces. Estos resultados nos indican que las enzimas mutantes multirresistentes 
MDR_69T, MDR_T69A y MDR_∆69 incorporan muy mal el inhibidor y que gran parte de 




4.1.2.2 Escisión de AZT-monofosfato (AZTMP) de iniciadores de DNA 
bloqueados 
 
 Con el fin de determinar si existen diferencias en las cinéticas de escisión de 
iniciadores bloqueados con AZTMP, debido a los cambios en la posición 69 o al contexto 
de secuencia de las RTs mutantes, se analizó la capacidad de escisión de AZTMP 
mediada por PPi de la RT WT (NL4-3) y los mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 
y C_Q151M. La capacidad de estas RTs para rescatar iniciadores terminados con 
AZTMP se analizó utilizando el complejo molde-iniciador D38/25PGA (Figura 24A). Estos 
experimentos se llevaron a cabo en dos etapas. En primer lugar, se incubó la enzima con 
el molde-iniciador en presencia de AZTTP, produciéndose la incorporación de éste y el 
bloqueo del iniciador. Posteriormente, se llevó a cabo la reacción de desbloqueo y 
elongación, mediante la adición de una mezcla de dNTPs y de un donador de PPi (Figura 
24B). 
 
Se analizó la actividad fosforolítica en presencia de PPi 20 µM y/o 400 µM con la 
RT WT (NL4-3) y los mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y C_Q151M.  Los 
resultados de las cinéticas de rescate se muestran en la Figura 24C,D. Las enzimas 
multirresistentes presentaron muy baja actividad fosforolítica en presencia de PPi 20 µM y 
400 µM, observándose rescates inferiores al 20% para todos los mutantes, frente al 80% 
detectado con la enzima WT (NL4-3) en ambos casos. Estos resultados son consistentes 
con la baja eficacia catalítica para la incorporación de AZTTP observada anteriormente. 
La RT portadora de mutaciones del complejo de la Q151M, tampoco presentó actividad 
fosforolítica significativa en presencia de PPi a 400 µM (rescatando menos del 20% del 
iniciador bloqueado). Estos datos sugieren que la baja actividad fosforolítica de las 
enzimas multirresistentes podría deberse a la presencia de una o más mutaciones del 







Figura 24. Reacciones de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP en presencia de PPi con la RT WT (NL4-
3) y los mutantes C_Q151M, MDR_69T, MDR_T69A y MDR_∆69. (A) Molde-iniciador heteropolimérico 
D38/25PGA utilizado en las reacciones de rescate. (B) Reacciones de rescate realizadas en presencia de 400 µM PPi con 
la enzima WT (NL4-3) y las RTs mutantes C_Q151M, MDR_69T, MDR_T69A y MDR_∆69.  En primer lugar, el 
AZTTP fue incorporado en el iniciador (I) (pocillo I) en la posición +1, para generar un producto (P) (pocillo 0) de 26 
nucleótidos.  La escisión del AZTMP y posterior extensión del iniciador se hizo en presencia de PPi 400 µM y una 
mezcla de dNTPs (dCTP, dGTP y dTTP, a 100 μM cada uno y dATP a 1 μM).  Se retiraron alícuotas al cabo de 1, 3, 5, 7, 
9, 11, 15, 30 y 60 min, después de añadir PPi. (C) Cinéticas de las reacciones de rescate catalizadas por la enzima WT 
(NL4-3) y los mutantes MDR_69T, MDR_T69A y MDR_∆69 en presencia de PPi 20 µM (D) Cinéticas de las reacciones 
de rescate catalizadas por la enzima WT (NL4-3) y los mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y C_Q151M en 
presencia de PPi 400 µM. La concentración de molde-iniciador (D38/25PGA) y enzima activa en estos ensayos fue de 30 
y 24 nM, respectivamente.  La concentración de AZTMP en la reacción de bloqueo fue de 50 µM.  Los valores 
representados se obtuvieron de 3 experimentos independientes.  En estos ensayos, las desviaciones estándar fueron 
inferiores al 20%. 
 
 
 Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron que la 
sustitución de Val75 por Ile (V75I), mutación accesoria del complejo de la Q151M, 
disminuye la escisión de análogos a timidina (d4TMP y AZTMP) en distintos contextos de 
secuencia (Matamoros et al., 2009). Dado que las enzimas mutantes analizadas en este 
trabajo presentan la mutación V75I, quisimos comprobar si la baja actividad fosforolítica 




Val en la RT mutante MDR_∆69, dando lugar a la RT MDR_∆69/I75V (Figura 17). Los 
ensayos de fosforolisis en presencia de PPi 400 µM no revelaron diferencias significativas 
entre MDR_∆69 y MDR_∆69/I75V (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que, 
además de la mutación V75I, otras sustituciones presentes en la secuencia de la RT de 
las enzimas multirresistentes están implicadas en la baja actividad fosforolítica 
observada. 
 
4.1.3 Resistencia a NNRTIs 
  
 Estudios previos demostraron que las variantes del VIH-1 portadoras de las RTs 
multirresistentes descritas en la Figura 21 eran resistentes a los NNRTIs nevirapina, 
delavirdina y efavirenz (ver Figura 16 en Introducción) (Villena et al., 2007). La secuencia 
de la RT de las enzimas multirresistentes, contiene mutaciones características de 
resistencia a NNRTIs como por ejemplo K103N, Y181C y G190A. Sabemos que K103N 
confiere resistencia a todos los NNRTIs utilizados en clínica excepto etravirina. El 
paciente portador de RTs multirresistentes recibió efavirenz en al menos dos ocasiones 
durante su tratamiento, lo que probablemente permitió la selección de K103N como 
mutación de resistencia. Estudiamos el papel de este cambio de aminoácido en la 
resistencia a distintos NNRTIs, incluido el efavirenz. 
 




 Se determinó la CI50 del efavirenz para la RT WT (NL4-3) y para las RTs mutantes 
MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I. La variante MDR_∆69/S163I se 
caracteriza por llevar la mutación S163I, que en el paciente aparece siempre 
acompañando a la deleción ∆69 y que se ha observado que aumenta la eficacia biológica 
de las variantes del virus que llevan la deleción (Villena et al., 2007). Se utilizó el 
complejo molde-iniciador D38/25PGA y se midió la inhibición producida por el efavirenz 
durante la incorporación de un nucleótido en el extremo 3’ del iniciador. Los resultados se 
muestran en la Figura 25. 
 
Todos los mutantes estudiados fueron muy resistentes al efavirenz, con CI50s 
superiores a 1,6 mM. No obstante, los mutantes MDR_T69A y MDR_∆69/S163I son algo 
más resistentes al efavirenz que las otras dos RTs mutantes (MDR_69T y MDR_∆69), 
mostrando diferencias significativas en su susceptibilidad al inhibidor a concentraciones 
de efavirenz de 320 µM y 1,6 mM (p<0,05, de acuerdo a la prueba t de Student). En estos 
ensayos, la presencia o ausencia de la deleción no parece estar afectando a la 










Figura 25. Histogramas mostrando la inhibición de las RTs mutantes MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y 
MDR_∆69/S163I en presencia de distintas concentraciones de efavirenz. Los datos mostrados se obtuvieron de 3 a 6 
experimentos y se expresan como media ± desviación estándar. La concentración de enzima y de complejo molde-
iniciador en todos los ensayos fue de 12-20 nM y 30 nM, respectivamente.   
 
4.1.3.2 Contribución de K103N a la resistencia a NNRTIs 
 
Se estudió el efecto de la mutación K103N sobre la resistencia a NNRTIs en un 
contexto de secuencia WT (NL4-3). Para ello, se determinó la CI50 para la RT WT (NL4-3) 
y para el mutante K103N con los NNRTIs nevirapina, delavirdina, efavirenz y etravirina. 
Como control se realizaron ensayos de inhibición con una RT portadora del cambio de 
Ala por Ser en la posición 376 del subdominio “connection” (A376S) y que se ha 
vinculado recientemente con resistencia a nevirapina (Hachiya et al., 2009). Los 
resultados se muestran en la Figura 26 y en la Tabla 7. 
 
Los NNRTIs efavirenz y etravirina son los inhibidores más potentes para la RT WT 
(NL4-3), mientras que la nevirapina sería el menos efectivo, con valores de CI50 
superiores a los del resto de los inhibidores ensayados. Por otro lado, la etravirina es el 
inhibidor más potente en todos los casos, con valores de CI50 bajos o muy bajos para las 
tres enzimas estudiadas (Tabla 7). Los ensayos de CI50 realizados con el mutante A376S 
demuestran que la sustitución de Ala por Ser produce un aumento de menos de 2 veces 
en la CI50 para todos los inhibidores ensayados, excepto nevirapina, para el que la 
sustitución A376S produjo un aumento en la CI50 de 4 veces aproximadamente (Figura 








Figura 26. Inhibición de las RTs WT (NL4-3), K103N y A376S por (A) nevirapina, (B) efavirenz, (C) delavirdina y 
(D) etravirina. La concentración final de enzima y complejo molde-iniciador D38/25PGA en los ensayos fue de 12-20 
nM y 30 nM, respectivamente. Después de incubar el complejo RT•D38/25PGA con diferentes concentraciones del 
NNRTI correspondiente, se inició la reacción de polimerización mediante la adición de tampón de reacción que contenía 
dTTP a una concentración final de 25 µM y DMSO al 1%. El tiempo de incubación utilizado fue de 20 s y se encontraba 















Enzima Nevirapina Delavirdina Efavirenz Etravirina 
     
WT (NL4-3) 12,2 ± 4,2 4,8 ± 0,5 0,72 ± 0,09 0,56 ± 0,11 
K103N > 1600 > 1600 26,6 ± 1,6 1,02 ± 0,09 
A376S 45,9 ± 7,8 8,4 ± 1,2 1,03 ± 0,02 1,06 ± 0,12 
     
 
Los datos mostrados se obtuvieron de 3 a 6 experimentos y se expresan como media ± desviación estándar. 
 
 
El mutante K103N resultó ser muy resistente a nevirapina y delavirdina con CI50s 
superiores a 1,6 mM para ambos fármacos, siendo este valor más de 133 y 400 veces 
superior al observado con la RT WT (NL4-3). La RT K103N también presentaba niveles 
altos de resistencia a efavirenz con una CI50 37 veces mayor a la obtenida con la RT WT 
(NL4-3). Sin embargo, K103N no es el único cambio de aminoácido responsable de la 
resistencia a efavirenz de las enzimas multirresistentes, dado que los valores obtenidos 
de CI50 para estas enzimas fueron superiores a 1,6 mM y por tanto, 50 veces más altos 
que los valores obtenidos con K103N. 
 
4.1.3.3 Estabilidad del heterodímero en RTs multirresistentes y efecto de 
K103N sobre la interacción de la enzima con el complejo molde-iniciador 
 
Estudios previos han demostrado que el efavirenz potencia significativamente las 
interacciones entre las subunidades p66 y p51 de la RT del VIH-1, estabilizando su 
estructura heterodimérica (Tachedjian et al., 2001; Tachedjian y Goff, 2003). También, se 
ha observado que la mutación K103N incrementa la estabilidad del heterodímero 
(Figueiredo et al., 2008). El seguimiento del paciente portador de la deleción ∆69, reveló 
que la cantidad relativa de ∆69 aumentaba de un 5% a un 50% cuando el paciente recibía 
efavirenz con el tratamiento (Villena et al., 2007). Dado que ∆69 no ejerce ningún efecto 
sobre la sensibilidad al efavirenz, consideramos la posibilidad de que el efavirenz 
estuviera jugando un papel importante en la dimerización y estabilización del 
heterodímero de la RT portadora de la deleción. Para ello, estudiamos la estabilidad de 
las RTs en presencia de urea, utilizando el complejo molde-iniciador D38/25PGA (Figura 
24A). El tratamiento de la RT con urea puede resultar en una pérdida completa de la 
actividad enzimática como consecuencia de la disociación de las subunidades del 
heterodímero p66 y p51 o de la pérdida de interacciones entre la RT y el complejo molde-




 Las enzimas estudiadas fueron WT (NL4-3), MDR_69T, MDR_T69A, MDR_∆69 y 
MDR_∆69/S163I y se determinó la concentración de urea en la que el 50% de la enzima 
se encontraba inactivada (CI50) (Figura 27). En estos estudios no se apreciaron 
diferencias importantes entre los valores obtenidos para las enzimas mutantes con 
respecto a la enzima WT (NL4-3), aunque la enzima mutante MDR_69T fue un 20% más 
sensible a la urea que las otras RTs estudiadas.  
 
 
Figura 27. Efecto de la urea sobre la actividad DNA polimerasa de las RTs WT (NL4-3), MDR_69T, MDR_T69A, 
MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I. Se preincubó la RT en tampón de reacción que contenía diferentes concentraciones de urea.  
La reacción de polimerización se inició mediante la adición de complejo molde-iniciador D38/25PGA y dTTP.  La relación 
entre porcentaje de iniciador elongado frente a la concentración de urea y el porcentaje de iniciador elongado en ausencia del 
agente desnaturalizante se utilizó para determinar la actividad polimerasa de la RT. Mediante el ajuste de los datos a una 
ecuación logística, se determinó la concentración de urea que inhibía la actividad de la RT al 50%. La concentración de RT 
utilizada fue de 30-50 nM y la de D38/25PGA fue 30 nM. Se realizaron de 3 a 6 experimentos y se obtuvieron los valores de 
CI50 mostrados en la tabla a la derecha. 
 
La afinidad de la enzima por el DNA es un factor que influye en la estabilidad del 
heterodímero de la RT. Dado que la pérdida de estabilidad en presencia de urea puede 
deberse tanto a la disociación de las subunidades p66/p51 como a la pérdida de afinidad 
por el complejo molde-iniciador, y dado que la mutación K103N incrementa la estabilidad 
del heterodímero (Figueiredo et al., 2008), decidimos estudiar el efecto de K103N sobre 
la interacción de la RT con el DNA. Para ello, se determinaron las constantes de equilibro 
de disociación de la RT y el DNA con las enzimas WT (NL4-3) y el mutante K103N, 
utilizando el complejo molde-iniciador D38/25PGA.  
  
El mutante K103N tiene 3 veces mayor afinidad por el complejo molde-iniciador 
D38/25PGA que la RT WT (NL4-3), obteniéndose valores de Kd de 3,07 ± 0,71 nM para la 
RT WT (NL4-3) y 1,00 ± 0,28 nM para K103N (Figura 28). Estos resultados indican que 
la mutación K103N incrementa la afinidad de la enzima por el DNA y probablemente 







Figura 28. Afinidad de la RT WT NL4-3 (A) y la RT mutante K103N (B) por el complejo heteropolimérico 
DNA/DNA.  Después de preincubar la RT (de 2 a 8 nM) con diferentes concentraciones de complejo molde-iniciador 
D38/25PGA (de 1,875 a 60 nM), se inició la reacción mediante la adición de tampón de reacción que contenía dTTP y 
DMSO al 1%. Se retiraron alícuotas a los 10, 20, 30 y 40 s y se determinó el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT 
a tiempo cero. La concentración de enzima activa unida al complejo molde-iniciador, a diferentes concentraciones del 
mismo se ajustó a la ecuación: [E•DNA] = 0,5× [(Kd+ET+TP) - ], para determinar la constante de 
equilibrio de disociación de la RT por el DNA (Kd). Las gráficas muestran el mejor ajuste de un experimento 
representativo. Se realizaron de 3 a 6 experimentos independientes y los valores medios de Kd obtenidos fueron: 3,07 ± 
0,71 nM para la RT WT (NL4-3) y 1,00 ± 0,28 nM para K103N. 
 
 
4.1.3.4 Papel de A376S en la resistencia a nevirapina 
 
Es interesante destacar que en las RTs multirresistentes estudiadas, los residuos 
248-560 (pertenecientes al subdominio “connection” y al dominio RNasa H de la RT del 
VIH-1) contienen la secuencia de la RT WT (NL4-3). Sin embargo, estudios de capacidad 
replicativa revelaron que los clones virales que llevaban los residuos 248-527 del 
paciente replicaban más eficientemente que los que contenían la secuencia WT (NL4-3) 
en estas posiciones (Villena et al., 2007). Estas observaciones sugieren que mutaciones 
del subdominio “connection” y del dominio RNasa H, en combinación con mutaciones del 
dominio polimerasa de la RT estarían jugando un papel importante en la capacidad 
replicativa del virus.  
 
Por todo ello, y en vista de los resultados obtenidos en los ensayos de CI50 
realizados para la RT mutante A376S donde observamos que la mutación A376S 
producía un incremento de 4 veces en la CI50 para nevirapina, decidimos estudiar el papel 
de la mutación A376S en el mecanismo de resistencia a nevirapina. Analizamos en 
primer lugar la afinidad del mutante A376S por el DNA. Al igual que sucedía con el 
mutante K103N, la RT portadora del cambio A376S presentó una mayor afinidad por el 
DNA que la RT WT (NL4-3) (Figura 29). Así, la Kd obtenida con la RT A376S fue 1,63 ± 






Figura 29. Afinidad de la RT mutante A376S por el complejo heteropolimérico de DNA/DNA. Después de 
preincubar la RT (de 2 a 8 nM) con diferentes concentraciones de complejo molde-iniciador D38/25PGA (de 1,875 a 60 
nM), se inició la reacción mediante la adición de tampón de reacción que contenía dTTP y DMSO al 1%. Se retiraron 
alícuotas a los 10, 20, 30 y 40 s y se determinó el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero. La 
concentración de enzima activa unida al complejo molde-iniciador a diferentes concentraciones del mismo se ajustó a la 
ecuación: [E•DNA] = 0,5× [(Kd+ET+TP) -  ], para determinar la constante de equilibrio de 
disociación de la RT por el DNA (Kd). Las gráficas muestran el mejor ajuste de un experimento representativo. Se 
realizaron de 3 a 6 experimentos independientes y el valor de Kd obtenido fue 1,63 ± 0,29 nM. 
 
Posteriormente, determinamos la constante de equilibrio de disociación de 
nevirapina para la RT WT (NL4-3) y el mutante A376S. Para ello, se obtuvo la 
concentración de RT unida al complejo molde-iniciador D38/25PGA a diferentes 
concentraciones de nevirapina. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 30.  
 
 
Figura 30. Determinación de la constante de afinidad por nevirapina para de las RTs WT (NL4-3) y el mutante 
A376S. La concentración final de enzima y de complejo molde iniciador D38/25PGA en el ensayo fue 30 nM. Después 
de preincubar el complejo RT/molde-iniciador con diferentes concentraciones de nevirapina (de 0 a 300 µM), se inició la 
reacción mediante la adición de tampón de reacción que contenía dTTP y DMSO al 1%. Se retiraron alícuotas a los 10, 
20, 30 y 40 s y se determinó el porcentaje de molde-iniciador unido a la RT a tiempo cero. La concentración de enzima 
unida al complejo molde-iniciador a diferentes concentraciones de nevirapina se ajustó a la ecuación [E•DNA] = ET - 0,5 
х [(Kd+ET+I) –  ] para determinar la constante de equilibrio de disociación de la RT con el inhibidor 
(Kd). Se realizaron de 3 a 6 experimentos independientes y los valores de Kd obtenidos fueron: 5,88 ± 1,12 µM para la RT 
WT (NL4-3) y 16,64 ± 3,43 µM para A376S.  
 
La Kd obtenida para la RT WT (NL4-3) fue de 5,88 ± 1,12 µM mientras que el valor 
obtenido para el mutante A376S fue 3 veces mayor (16,64 ± 3,43 µM), lo que sugiere una 






4.2 Papel de la deleción ∆69 en el mecanismo molecular de 
resistencia a NRTIs  
 
El cambio más significativo que aparece en la RT de las variantes multirresistentes 
estudiadas es la deleción del codón 69 (∆69) que codifica para Thr, en la horquilla β3-β4 
de la RT. En ensayos fenotípicos se observó que, por sí sola, ∆69 confiere bajos niveles 
de resistencia a 3TC y FTC e hipersensibilidad a AZT (Villena et al., 2007). Al objeto de 
determinar los mecanismos moleculares responsables de los bajos niveles de resistencia 
a 3TC/FTC y de la hipersensibilidad al AZT, se llevaron a cabo ensayos cinéticos en el 
estado pre-estacionario y ensayos de escisión en presencia de ATP y PPi con distintas 
RTs portadoras y no portadoras de la deleción. 
 
 
4.2.1 Papel de la deleción ∆69 en resistencia a 3TC 
 
 
4.2.1.1 Discriminación entre dCTP y 3TCTP analizada mediante ensayos 
cinéticos de incorporación de nucleótido en el estado pre-estacionario 
 
Se llevó a cabo la determinación de los parámetros cinéticos para la incorporación 
de dTTP y 3TCTP en el estado pre-estacionario con la RT WT (NL4-3) y con los mutantes 
∆69 y T69A. En estos ensayos se utilizó el complejo molde-iniciador 31C/21P, cuya 
secuencia se muestra en la Figura 31A. Las cinéticas de incorporación del nucleótido 
correcto (dCTP) y del análogo a nucleótido (3TCTP) en el complejo 31C/21P para las 
enzimas estudiadas se muestran en la  Figura 31B,C. La constante catalítica de 
incorporación del nucleótido (kobs) se determinó a distintas concentraciones de dNTP. La 
incorporación de dCTP en todos los casos es mucho más rápida que la del 3TCTP 
(Figura 31B,C). Las constantes de velocidad (kobs) para el 3TCTP se determinaron bajo 
condiciones de “single turnover” (único ciclo de polimerización), utilizando un exceso de 
enzima (300 nM) frente a sustrato (la concentración de 31/21-mer fue de 100 nM) y 
midiendo la cantidad de producto formado a distintas concentraciones de 3TCTP (Figura 
31C). Estas condiciones fueron seleccionadas para la eliminar la influencia de la tasa de 
recambio de la enzima (koff) ya que ésta interfiere en la medida de constantes cinéticas a 















Figura 31. Parámetros cinéticos para la incorporación de dCTP y 3TCTP en el estado pre-estacionario obtenidos 
con la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes T69A y ∆69. (A) Secuencia del complejo molde-iniciador 31C/21P con el 
que se llevaron a cabo las cinéticas de incorporación. A una mezcla preincubada de la RT (50 nM) y 31T/21P marcado 
con 32P en el extremo 5’ (100 nM) se le añadió concentraciones crecientes de dCTP (B) y 3TCTP (C) en un tampón que 
contenía Mg2+ a 12,5 mM (concentración final). Las reacciones se detuvieron a los tiempos indicados y los productos se 
analizaron mediante geles de poliacrilamida y urea. Las líneas continuas representan el mejor ajuste de los datos a la 
ecuación [P] = A × (1-℮-kobs × t) + kss x t, , para dCTP y [P] = A × (1-℮-kobs × t) para 3TCTP. Las tasas de incorporación de 
la RT WT (NL4-3) y de las RTs mutantes T69A y Δ69 en presencia de concentraciones crecientes de dCTP y 3TCTP se 
muestran en los paneles (D) y (E), respectivamente. Las cinéticas de incorporación (kobs) se representaron frente a las 
concentraciones de nucleótido y los datos se ajustaron a la ecuación hiperbólica: kobs = kpol x [dNTP]/(Kd + [dNTP]) para 







Después de ajustar los datos de incorporación de dCTP y 3TCTP a la ecuación de 
Michaelis-Menten, se obtuvieron las constantes catalíticas de incorporación de nucleótido 
(kpol) y de afinidad aparente (Kd) para las cuatro enzimas estudiadas. Para el dCTP, se 
obtuvieron curvas hiperbólicas similares con todas las RTs, mientras que para el 3TCTP, 
el mutante ∆69 resultó ser más resistente al 3TCTP, al necesitar más inhibidor para llegar 
a la velocidad máxima de incorporación (Figura 31D,E). Los parámetros cinéticos 
obtenidos se muestran en la Tabla 8. La eficacia catalítica (kpol/Kd) para la incorporación 
de 3TCTP fue 1400 veces inferior a la observada para dCTP en reacciones catalizadas 
por la RT WT (NL4-3) y por el mutante T69A. Sin embargo, el mutante ∆69 mostró una 
eficacia catalítica 9000 veces menor para la incorporación de 3TCTP que para la 
incorporación de dCTP. Esta baja eficacia catalítica para la incorporación de 3TCTP es 
consecuencia de un incremento en la Kd de 8, 6 y 23 veces y un descenso de 175, 235 y 
386 veces de la kpol para las RTs WT (NL4-3), T69A y ∆69, respectivamente.  
 
 
Tabla 8. Parámetros cinéticos en el estado pre-estacionario para la incorporación de 




Enzima dNTP kpol (s-1) Kd (μM) kpol/Kd (μM-1 s-1) Selectividad a 
      
dCTP 9,8 ± 0,4 3,7 ± 0,7 2,7 ± 0,5  WT  
(NL4-3) 3TCTP (5,6 ± 0,5) x 10-2 29,2 ± 5,7 (1,92 ± 0,41) x 10-3 (7,2 ± 2,1) x 10-4 
      
Δ69 dCTP 8,5 ± 0,5 1,6 ± 0,5 5,4 ± 1,8  
 3TCTP (2,2 ± 0,1) x 10-2 37,4 ± 5,8 (5,9 ± 1,0) x 10-4 (1,1 ± 0,4) x 10-4 
      
T69A dCTP 10,6 ± 0,8 4,3 ± 1,6 2,5 ± 0,9  
 3TCTP (4,5 ± 0,6) x 10-2 25,4 ± 7,4 (1,8 ± 0,6) x 10-3 (7,1 ± 3,6) x 10-4 
      
 
 
Se utilizó el complejo molde-iniciador 31C/21P como sustrato (Figura 31A). Los datos se muestran como el valor medio 
± desviación estándar de un experimento representativo. Cada unos de los ensayos fue realizado al menos 2 veces 
independientemente. La variabilidad entre los distintos ensayos fue inferior al 20%. 
 










Los parámetros cinéticos para la incorporación de dCTP fueron similares para las 
tres enzimas utilizadas, aunque la RT mutante ∆69 mostró una eficacia catalítica 2 veces 
mayor aproximadamente, debido a que presentó una Kd inferior para dCTP, con respecto 
a las otras dos enzimas. Por otro lado, la RT mutante ∆69 presenta una eficacia catalítica 
para la incorporación de 3TCTP tres veces inferior a la de las RTs WT (NL4-3) y T69A. 
Así, el efecto combinado de una mejor incorporación de dCTP y una peor incorporación 
de 3TCTP por parte de la RT ∆69, reduce 7 veces aproximadamente la capacidad de la 
enzima para discriminar entre dCTP y 3TCTP. 
 
Estos resultados nos sugieren que la baja resistencia fenotípica al 3TCTP 
observada en virus que contienen la deleción ∆69 en un contexto de secuencia WT (NL4-
3) de la RT del VIH-1, se puede atribuir a la disminución de la capacidad de la enzima 
para discriminar entre dCTP y 3TCTP. 
 
 




Se ha observado que la actividad fosforolítica dependiente de ATP o PPi sobre 
iniciadores terminados con 3TCMP es muy baja para las RTs con elevada actividad 
fosforolítica dependiente de ATP, tal como se ha observado con la RT WT (BH10) (Mas 
et al., 2002). Al aumentar la concentración de RT relativa a la concentración de molde-
iniciador (condiciones de estado pre-estacionario), fuimos capaces de detectar escisión 
de 3TCMP en presencia de PPi 200 μM, mientras que a concentraciones menores (por 
ejemplo, PPi 20 μM), la eficiencia de la reacción de escisión fue muy baja (Figura 32A). 
La RT Δ69 mostró  menor actividad de escisión que las RTs T69A y WT (NL4-3) en 
presencia de PPi 200 μM. En presencia de ATP 3,2 mM, tanto la RT WT (NL4-3) como el 
mutante Δ69 mostraron una actividad de escisión muy baja (inferior al 10% de inhibidor 









Figura 32. Efecto la deleción (∆69) y la mutación T69A sobre la eficiencia de las reacciones de escisión de 
iniciadores bloqueados con 3TCMP en presencia de PPi y ATP.  (A) Las cinéticas de rescate de 3TCMP en presencia 
de PPi se llevaron a cabo con el molde-iniciador D38/25PGG (30 nM), cuya secuencia se muestra en la parte superior. 
Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de 20 μM PPi (izquierda) y 200 μM PPi (derecha) por la RT WT 
(NL4-3) y las RTs mutantes Δ69 y T69A. (B) Los geles muestran las reacciones de rescate en presencia de ATP 3.2 mM, 
llevadas a cabo por la RT WT (NL4-3) y las mutantes Δ69 y T69A. Las muestras analizadas en el gel corresponden al 
iniciador desbloqueado (pocillo I), al iniciador bloqueado (pocillo 0) y a las alícuotas retiradas 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 
45, 60, 90 y 120 min después de añadir el ATP y una mezcla de dNTPs a una concentración final de 100 µM (a 
excepción del dATP que se usó a 1 µM). Las cinéticas de rescate catalizadas por la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes 
Δ69 y T69A están representadas a la derecha. La concentración de enzima activa fue de 24 nM y de 72 nM en presencia 
de PPi y ATP, respectivamente. La concentración de 3TCTP en la reacción de bloqueo fue de 200 µM.  Los valores 




4.2.2 Efecto de la deleción ∆69 sobre la hipersensibilidad al AZT 
 
4.2.2.1 Discriminación entre dTTP y AZTTP analizada mediante ensayos 
cinéticos de incorporación de nucleótido en el estado pre-estacionario 
 
Se llevó a cabo la determinación de los parámetros cinéticos en el estado pre-
estacionario con la RT WT (NL4-3) y los mutantes T69A y ∆69 para la incorporación de 
dTTP y AZTTP. En estos ensayos se utilizó el complejo molde-iniciador 31T/21P. Los 
parámetros cinéticos para la incorporación de dTTP catalizada por la RT WT (NL4-3) se 
recogen en el apartado 4.1.1 (Tabla 5) y las cinéticas de incorporación de dTTP se 




nucleótido correcto (dTTP) y el análogo a nucleótido (AZTTP) sobre el complejo 31T/21P 
se muestran en la Figura 33. 
 
La constante catalítica de incorporación del nucleótido (kobs) se determinó a 
distintas concentraciones de dNTP. A partir de los valores de kobs obtenidos se obtuvo la 
constante catalítica para la incorporación de dNTP (kpol) y la constante aparente de 
afinidad por el dNTP (Kd) (Figura 33B). Los parámetros cinéticos obtenidos en el estado 
pre-estacionario se muestran en la Tabla 9. 
 
 
Figura 33. Parámetros cinéticos para la incorporación de dTTP y AZTTP en el estado pre-estacionario. (A) 
Cinéticas de incorporación de dTTP y AZTTP sobre un complejo molde-iniciador 31T/21P en el estado pre-estacionario. 
A una mezcla preincubada de la RT (50 nM) y 31T/21P marcado con 32P en el extremo 5’ (100 nM) se le añadieron 
concentraciones crecientes de dTTP y AZTTP en un tampón que contenía Mg2+ a 12,5 mM. Las líneas continuas 
representan el mejor ajuste de los datos a la ecuación [P] = A × (1-℮-kobs × t) + kss x t. (B) Dependencia de la constante 
catalítica con la concentración de dTTP (izquierda) y AZTTP (derecha). Las constantes de velocidad (kobs) obtenidas de 
los ajustes del panel (A) se representaron frente a la concentración de dTTP. Los datos se ajustaron a la ecuación de 
Michaelis-Menten. De esta forma, se obtuvieron los parámetros cinéticos kpol y Kd. La línea continua representa el mejor 







Los análisis cinéticos en el estado pre-estacionario revelaron que la RT WT (NL4-
3) tiene una mayor eficacia catalítica (kpol/Kd) para la incorporación de dTTP, que las RTs 
mutantes ∆69 y T69A (Tabla 9). Estas diferencias se deben a que la enzima tiene una 
mayor tasa de polimerización (kpol) y una menor afinidad por el nucleótido entrante (Kd) 
(Figura 33B). La elevada eficacia catalítica de la enzima WT (NL4-3) también se observó 
en las reacciones de incorporación de AZTTP, debido a la elevada afinidad de la enzima 
por la forma trifosforilada del inhibidor. Por otro lado, las tres enzimas presentaban 
capacidades de discriminación entre AZTTP y dTTP parecidas, encontrándose todas en 
el rango de 1,31 a 2,13 (Tabla 9), indicando que ni T69A ni la deleción ∆69 afectan a la 
selectividad de nucleótido de una manera relevante. 
 
Tabla 9. Parámetros cinéticos en el estado pre-estacionario para la incorporación de 
dTTP y AZTTP por la RT WT (NL4-3) y los mutantes Δ69 y T69A. 
 
Enzima Nucleótido kpol (s-1) Kd (μM) kpol/Kd (μM-1 s-1) Selectividad a
      
dTTP 17,4 ± 2,0 7,1 ± 2,5 2,47 ± 0,93  WT  
(NL4-3) AZTTP 13,4 ± 0,9 2,5 ± 0,7 5,26 ± 1,57 2,13 ± 1,02 
      
Δ69 dTTP 12,3 ± 1,0 14,8 ± 3,0 0,83 ± 0,18  
 AZTTP 16,7 ± 1,1 9,9 ± 2,0 1,68 ± 0,35 2,02 ± 0,61 
      
T69A dTTP 14,2 ± 1,8 10,1 ± 4,1 1,41 ± 0,60  
 AZTTP 15,8 ± 0,6 8,5 ± 1,1 1,85 ± 0,24 1,31 ± 0,58 
      
 
Se utilizó el molde-iniciador 31T/21P como sustrato. Los datos se muestran como el valor medio ± desviación estándar 
de un experimento representativo. Cada uno de los ensayos fue realizado al menos dos veces de forma independiente. La 
variabilidad entre los ensayos fue inferior al 20%.   
a  Selectividad = [kpol/Kd (AZTTP)]/[kpol/Kd (dTTP)] 
 
 
4.2.2.2 Escisión de AZTMP de iniciadores de DNA bloqueados 
 
Dado que no se observaron diferencias significativas entre las mutantes y la RT 
WT (NL4-3) en su capacidad para discriminar entre dTTP y AZTTP, se llevaron a cabo 
ensayos de escisión con la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes T69A y ∆69 para 
determinar si la hipersensibilidad al AZTTP observada en ensayos fenotípicos por el 
mutante ∆69 estaba relacionada con esta vía de resistencia. La habilidad de las RTs para 
escindir iniciadores bloqueados con AZTMP se estudió utilizando el complejo molde-





 En presencia de ATP, todas las enzimas mostraron una baja actividad fosforolítica 
sobre iniciadores bloqueados con AZT (Figura 34). Sin embargo, la escisión dependiente 
de ATP mostrada por la enzima mutante ∆69 fue alrededor de dos veces inferior a la 
presentada tanto por la RT WT (NL4-3) como por el mutante T69A, que mostraron niveles 





Figura 34. Efecto de la deleción (∆69) y la mutación T69A sobre la eficiencia de las reacciones de escisión de 
iniciadores bloqueados con AZTMP en presencia de ATP. En la parte superior se muestra la secuencia del complejo 
molde-iniciador heteropolimérico D38/25PGA utilizado en las reacciones de rescate. En primer lugar, el AZTTP se 
incorporó en el iniciador (I) (pocillo I) en la posición +1, para generar un producto (P) (pocillo 0) de 26 nucleótidos. La 
escisión del AZTMP y posterior extensión del iniciador se hizo en presencia de ATP (3,2 mM) y una mezcla de dNTPs 
(dCTP, dGTP y dTTP, a 100 μM cada uno y dATP a 1 μM). Se retiraron alícuotas al cabo de 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 45, 
60, 90 y 120 min, después de la adición de ATP. A la derecha se muestran las cinéticas de rescate catalizadas por la RT 
WT (NL4-3) y las mutantes Δ69 y T69A. La concentración de enzima activa en estos ensayos fue de 30 nM y 72 nM en 
presencia de PPi y ATP, respectivamente. Los valores representados se obtuvieron de 3 experimentos independientes.   
 
 
Los efectos de la deleción también se observaron en la actividad fosforolítica de la 
RT en presencia de PPi (Figura 35). Tanto en presencia de PPi 20 μM como en 
presencia de PPi 200 μM, la RT portadora de la deleción mostró una actividad 
fosforolítica reducida sobre iniciadores bloqueados con AZTMP (Figura 35A,B). Esta baja 
actividad se observó en un rango amplio de concentraciones de PPi (Figura 35C). 
 
Los parámetros cinéticos de escisión de AZTMP en función de la concentración de 
PPi para las tres enzimas se muestran en la Tabla 10. La eficiencia de eliminación del 
AZTMP en presencia de PPi fue casi 5 veces inferior en reacciones catalizadas por el 
mutante portador de la deleción ∆69, en comparación con la RT WT (NL4-3). El mutante 
T69A presentó una ligera disminución en su eficiencia de escisión con respecto a la RT 








 Figura 35. Efecto de la deleción (∆69) y la mutación T69A sobre las cinéticas de las reacciones de escisión de 
iniciadores bloqueados con AZTMP en presencia de PPi.  Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de 
PPi 20 μM (A) y PPi 200 μM (B). Se utilizó el complejo molde-iniciador D38/25PGA a 30 nM. La concentración de 
todos los dNTPs en el ensayo fue de 100 µM, excepto el dATP que se usó a 1 µM. La concentración de enzima activa fue 
de 24 nM. Los valores representados se obtuvieron a partir de 2 a 3 experimentos independientes. Las desviaciones 
estándar fueron inferiores al 20% en todos los experimentos. (C) Dependencia de la velocidad de escisión de AZTMP en 
función de la concentración de PPi para la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes Δ69 y T69A. 
 
 
Tabla 10. Parámetros cinéticos de escisión de AZTMP en función de la concentración 
de PPi para la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes ∆69 y T69A. 
 
 
Enzima kcat (min-1) Km (µM) kcat/Km (min-1µM-1) 
    
WT (NL4-3) 0,52 ± 0,02 36,9 ± 4,8 (1,4 ± 0,2) × 10-2 
∆69 0,29 ± 0,02 93,5 ± 14,9 (3,0 ± 0,5) × 10-3 
T69A 0,45 ± 0,02 53,0 ± 9,5 (8,0 ± 1,6) × 10-3 
    
 
 
El rango de concentración de PPi en los ensayos fue de 20 a 500 µM. El porcentaje de inhibidor rescatado fue 
representado frente a la concentración de PPi y los datos se ajustaron a una ecuación hiperbólica para determinar las 
constantes cinéticas kcat y Km. Se realizaron de 2 a 3 experimentos independientes con cada RT. La variabilidad entre 
distintos ensayos fue inferior al 20%.  
 
 
4.2.2.3 Inhibición de la reacción de escisión por el siguiente nucleótido 
complementario   
 
 Estudios llevados a cabo en varios laboratorios demostraron que la reacción de 
escisión de análogos de timidina puede ser inhibida por el dNTP complementario a la 
posición +1 del molde, debido a la formación de un complejo estable (“dead-end 
complex”) que bloquea la reacción (Tong et al., 1997; Meyer et al., 2000; Mas et al., 2000, 
2002). Analizamos la capacidad del dATP para inhibir la reacción de rescate dependiente 
de PPi con la enzima WT (NL4-3) y los mutantes T69A y ∆69 utilizando el complejo 





Las diferencias entre las tres enzimas utilizadas fueron relativamente pequeñas, 
aunque Δ69 es algo más resistente a la inhibición por dATP (Figura 36). Los valores de 
CI50 obtenidos fueron: 112,2 ± 26,2 µM para la RT WT (NL4-3), 170,9 ± 19,4 µM para 





Figura 36. Inhibición de la reacción de escisión por el siguiente nucleótido complementario en presencia de PPi, y 
utilizando iniciadores bloqueados con AZTMP. La concentración de PPi en los ensayos fue de 200 μM. Todos los 
dNTPs se administraron a 100 μM, a excepción de dATP cuyas concentraciones variaron entre 1 μM y 1 mM, 
dependiendo del ensayo. La concentración de enzima activa fue de 24 nM, y la concentración de molde-iniciador 
(D38/25PGA) fue de 30 nM. Las muestras se incubaron durante 0-5 min, dependiendo del ensayo. En todos los casos, los 
tiempos de incubación estuvieron dentro del rango lineal de la cinética correspondiente. El porcentaje de inhibición se 
representó frente a la concentración de dATP, y los datos se ajustaron a una hipérbola para obtener la CI50 de cada 
enzima. Se realizaron de 3 a 5 experimentos independientes y se obtuvieron los valores de CI50 siguientes: 112,2 ± 26,2 
µM para la RT WT (NL4-3), 170,9 ± 19,4 µM para el mutante T69A y 408,1 ± 90,9 µM para la RT ∆69. 
 
4.2.3 Efecto de la deleción ∆69 sobre la sensibilidad a foscarnet 
 
Estudios previos han demostrado que varias mutaciones que confieren resistencia 
a foscarnet aumentan la susceptibilidad viral al AZT (Meyer et al., 2003b). Por otro lado, 
el foscarnet puede actuar como un sustrato alternativo de la reacción de escisión de 
iniciadores bloqueados con AZTMP catalizada por la RT (Cruchaga et al., 2006). La 
hipersensibilidad al AZT causada por la deleción ∆69 se debe a una disminución de la 
actividad fosforolítica de la RT, sobre iniciadores bloqueados con AZT. Por ello, 
estudiamos los efectos de foscarnet sobre las reacciones de incorporación y escisión de 
nucleótido. 
 
4.2.3.1  Determinación de los valores de CI50 para foscarnet en ensayos de 
incorporación de dTTP y AZTTP 
 
 Se determinó la concentración inhibitoria al 50% de foscarnet con las enzimas WT 
(NL4-3), T69A, ∆69 y MDR_∆69 en reacciones de incorporación de dTTP y con las 
enzimas WT (NL4-3), T69A y ∆69 en reacciones de incorporación de AZTTP. Las 
cinéticas de inhibición se muestran en la Figura 37 y las CI50s obtenidas se muestran en 








Figura 37. Inhibición por foscarnet de la incorporación de (A) dTTP y (B) AZTTP. Las reacciones se llevaron a 
cabo mediante la adición de dTTP al complejo molde-iniciador 31T/21P y RT en presencia de diferentes concentraciones 
de foscarnet. Se representó el porcentaje de inhibición de la reacción de elongación frente a la concentración de foscarnet 
y los datos se ajustaron a una hipérbola para obtener la concentración inhibitoria al 50% (CI50) correspondiente. Las 
concentraciones de RT, 31T/21P y dTTP en el ensayo fueron de 12-40 nM, 100 nM y 5 µM, respectivamente. Los 
valores representados se obtuvieron de 3 a 5 experimentos independientes.  
 
 
Tabla 11. Inhibición por foscarnet de la reacción de incorporación de dTTP y AZTTP 
en un complejo molde-iniciador DNA/DNA en distintas RTs. 
 
 CI50 foscarnet (µM)  
Enzimas dTTP  AZTTP  
   
WT (NL4-3) 110,0 ± 32,5 98,8 ± 6,8 
Δ69 93,7 ± 20,6 157,7 ± 11,4 
T69A 307,5 ± 119,5 164,6 ± 16,5 
MDR_ Δ69 48,3 ± 12,6 ND 
   
 
La concentración de molde-iniciador 31T/21P fue de 200 nM y la concentración de enzima utilizada fue de 24-80 nM. La 
concentración de dTTP y AZTTP utilizada en el ensayo fue de 5 µM. Las muestras se incubaron durante 30 s. En todos 
los casos los tiempos de incubación estuvieron dentro del rango lineal de las cinéticas correspondientes. El porcentaje de 
inhibición fue representado frente a la concentración de foscarnet y los datos se ajustaron a una hipérbola para obtener la 
CI50 para cada enzima. Los datos mostrados fueron obtenidos a partir de  3 a 5 experimentos independientes y  se 
expresan como media ± desviación estándar.   
 
ND, no determinado, debido a que la RT presentaba una baja eficiencia de incorporación de AZTTP.  
 
 
No se observaron diferencias importantes en la sensibilidad a foscarnet entre las 
distintas enzimas, tanto en reacciones de incorporación de AZTTP como en reacciones 
de incorporación de dTTP. Sin embargo, con la RT T69A se observó un aumento de la 
CI50 para foscarnet de aproximadamente 3 veces con respecto a la RT WT (NL4-3), en 
ensayos de incorporación de dTTP. La deleción ∆69 no afecta de forma significativa a la 
resistencia a foscarnet, en reacciones de incorporación de dTTP, aunque se observa un 
ligero aumento de la CI50 en reacciones de incorporación de AZTTP. Además, se llevaron 




embargo, ninguna de las RTs estudiadas se mostró susceptible al inhibidor, a 
concentraciones superiores a 10 mM (datos no mostrados). 
 
4.2.3.2 Escisión de AZTMP en presencia de foscarnet en condiciones de 
estado pre-estacionario 
 
Se llevaron a cabo ensayos de escisión dependiente de foscarnet con la RT WT 
(NL4-3) y las RTs mutantes T69A y ∆69. Para estos ensayos se utilizó el complejo molde-
iniciador D38/25PGA que contenía un iniciador bloqueado con AZTMP (D38/25PGAAZT). 
Las cinéticas de escisión del AZTMP sobre el complejo D38/25PGAAZT se muestran en la  
Figura 38. La velocidad de escisión del AZT (kobs) se determinó usando distintas 




Figura 38. Escisión del AZTMP sobre un complejo molde-iniciador D38/25PGAAZT en condiciones de estado pre-
estacionario.  (A) A una muestra preincubada de la RT (30 nM) y D38/25PGAAZT (12,5 nM) marcado con 32P en el 
extremo 5’ del iniciador se le añadieron diferentes concentraciones de foscarnet (2,5 mM, 1 mM, 0,5 mM y 0,1 mM) en 
un tampón HEPES 50 mM (pH 7,0). Las reacciones se detuvieron a los tiempos indicados y los productos se analizaron 
mediante geles de poliacrilamida y urea. Las líneas continuas representan el mejor ajuste de los datos a la ecuación [P] = 
A × (1-℮-kobs × t). Los valores representados se obtuvieron de 2 a 3 experimentos independientes. Las desviaciones 
estándar fueron inferiores al 20%. (B) Geles mostrando las reacciones de escisión de AZTMP llevadas en presencia de 
foscarnet 2,5 mM para las enzimas WT (NL4-3), ∆69 y T69A. Se retiraron alícuotas al cabo de 0, 15, 30, 60, 120, 240 y 
420 min, después de la adición de foscarnet. 
 
 
La dependencia de la constante de velocidad de la reacción de fosforolisis (kobs) 
con la concentración de foscarnet, se analizó ajustando los datos a una ecuación 
hiperbólica (Figura 39). Así, se obtuvieron los valores de Kd y kes, correspondientes a la 
constante aparente de afinidad por foscarnet y a la constante de velocidad de la reacción 
de escisión, respectivamente. Los parámetros cinéticos obtenidos en el estado pre-





AZTMP en presencia de foscarnet, con cinéticas de escisión similares y eficiencias de 
escisión parecidas. Sin embargo, las constantes de escisión (kes) fueron sensiblemente 
inferiores a las obtenidas con PPi, lo que nos indica que el foscarnet no es un análogo a 







Figura 39. Efecto de las mutaciones en las reacciones de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP en 
presencia de foscarnet.  (A) Dependencia de la tasa de escisión con la concentración de foscarnet sobre un complejo 
molde-iniciador D38/25PGAAZT  con la RT WT (NL4-3) y las RTs mutantes Δ69 y T69A. Las velocidades de primer 
orden (kobs) obtenidas se representaron frente a la concentración de foscarnet. Los datos se ajustaron a la ecuación 
hiperbólica kobs = kes x [PFA]/(Kd + [PFA]). Así se obtuvieron los parámetros cinéticos Kd y kes. La línea continua 
representa el mejor ajuste de los datos a la ecuación hiperbólica. (B) Estructuras de foscarnet y PPi. Los átomos de 




Tabla 12. Parámetros cinéticos de escisión de AZTMP en función de la concentración 
de foscarnet para la RT WT (NL4-3) y los mutantes ∆69 y T69A. 
 
Enzima kes (min-1) Kd (µM) kes/Kd (min-1 µM-1) 
    
WT (NL4-3) (3,2 ± 0,2) × 10-3 710 ± 140 (4,5 ± 1,0) × 10-6 
    
∆69 (4,4 ± 0,8) × 10-3 1190 ± 480 (3,7 ± 2,0) × 10-6 
    
T69A (4,2 ± 0,9) × 10-3 810 ± 450 (5,2 ± 3,0) × 10-6 
    
 
Se utilizó el complejo molde-iniciador D38/25PGAAZTTP. La concentración de enzima activa y complejo molde-iniciador 
en el ensayo fue de 30 nM y 12,5 nM, respectivamente. Los datos se muestran como el valor medio ± desviación estándar 










4.3 Papel de las deleciones ∆67 y ∆69 en el mecanismo de 
escisión dependiente de ATP o PPi de RTs del VIH-1 portadoras 
de mutaciones de resistencia a análogos a timidina (TAMs) 
 
 La deleción ∆69 en la horquilla β3-β4 de la RT aparece con frecuencia en aislados 
virales con RTs que contienen una o más mutaciones del complejo de la Q151M (A62V, 
V75I, F77L, F116Y y Q151M), y a veces M184V (Winters et al., 2000; Suzuki et al., 2001; 
Winters y Merigan., 2001; Baxter et al., 2006; Villena et al., 2007). Sin embargo, otra 
deleción observada frecuentemente en aislados virales de pacientes tratados, implica la 
pérdida del codón 67 (∆67) en la región codificante de la RT y suele aparecer 
acompañada por las sustituciones de aminoácidos T69G y K70R, además de una a tres 
TAMs (Imamichi et al., 2000a,b; Ross et al., 2000; Tamalet et al., 2000; Masquelier et al., 
2001).  
  
 Con el objeto de ver si estas observaciones estaban fundamentadas en la 
información disponible actualmente, llevamos a cabo una búsqueda de secuencias de 
RTs con deleciones entre las posiciones 67 a 70 de la RT del VIH-1 en la base de datos 
de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/). Analizamos las mutaciones que acompañan a las 
deleciones ubicadas en el subdominio “fingers” de la RT del VIH-1. Se encontraron 62 
secuencias, que se clasificaron en 3 grupos distintos que denominamos: (a) Grupo 1, 
constituido por 32 secuencias que se caracterizan por llevar deleciones en la posición 69 
y Asp en la posición 67; (b) Grupo 2, constituido por 25 secuencias cuya principal 
característica es que llevan deleciones en la posición 67; y (c) Grupo 3, constituido por 5 
secuencias caracterizadas por llevar Asn en la posición 67 y deleciones en la posición 69 
(Tabla 13, Figura 40). 
 
Tabla 13. Análisis de mutaciones de resistencia asociadas a deleciones encontradas 
entre los codones 67-70 de la RT del HIV-1. 
 
 
Se representa el número de secuencias en las que se encontró la mutación con respecto al número total de secuencias de 
cada grupo. Los datos encuadrados corresponden a las mutaciones más representativas de cada grupo. Las TAMs se 
clasifican en dos grupos de acuerdo a su asociación en muestras clínicas: TAMs1 (M41L, L210W y T215Y), y TAMs2 












Figura 40. Alineamientos de secuencias portadoras de deleciones de un aminoácido en la horquilla β3-β4 de la RT 
del HIV-1. Se identificaron 62 secuencias de RTs con una deleción entre las posiciones 67-70 de la RT del HIV-1 en la 
base de datos de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/) y se clasificaron. (A) Secuencias portadoras de una deleción que 
afecta a la posición 69 (32 secuencias). (B) Secuencias portadoras de una deleción que afecta a la posición 67 (25 
secuencias). (C) Secuencias portadoras de deleciones que afectan a la posición 69 pero que además tienen el cambio 
D67N (5 secuencias). Las mutaciones pertenecientes al complejo de la Q151M (A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151M) se 
encuentran sombreadas en rosado. Las posiciones asociadas a mutaciones del grupo de las TAMs1 (M41L, L210W y 





En la Figura 40 se muestran las secuencias de estos tres grupos indicándose las 
mutaciones de resistencia del complejo de la Q151M (A62V, V75I, F77L, F116Y y 
Q151M), así como las mutaciones de resistencia a análogos a timidina (TAMs) (M41L, 
D67N, K70R, L210W, T215Y/F y K219Q/E). La Tabla 13 muestra la frecuencia con la que 
aparecen estas mutaciones de resistencia en los distintos grupos de secuencias.  
 
Los resultados muestran que la mutación Q151M está comúnmente asociada a 
las secuencias portadoras de la deleción ∆69 pertenecientes al Grupo 1 (Tabla 13). En la 
mayor parte de las ocasiones esta asociación viene acompañada de 2 o más mutaciones 
características del complejo de la Q151M como son A62V, V75I, F77L y F116Y. Sólo en 6 
secuencias de las 32 del Grupo 1 aparece alguna TAM (Figura 40, Tabla 13). Por otro 
lado, las mutaciones que encontramos asociadas al Grupo 2, portadoras de la deleción 
∆67, son otras. Así, las mutaciones del complejo de la Q151M aparecen en sólo 2 de las 
25 secuencias analizadas, mientras que observamos TAMs en 23 de las 25 secuencias 
del Grupo 2. El cambio en la posición 219 (K219E o K219Q) es el que más predomina, 
seguido de la mutación K70R (Figura 40, Tabla 13). Por último, en el Grupo 3, 
correspondiente a secuencias portadoras de la deleción ∆69 y D67N, se observa una 
asociación tanto con TAMs1 como con TAMs2. Sólo en uno de los 5 casos analizados de 
este grupo se observan todas las mutaciones del complejo de la Q151M (Figura 40).   
 
 
Estudiamos en detalle las mutaciones presentes en las secuencias del Grupo 2 
(portadoras de la deleción ∆67) (Figura 41). Observamos que en 23 de las 25 secuencias 
portadoras de ∆67 y el cambio en la posición 219, el perfil de mutaciones se mantiene 
muy similar al del Grupo 2 (Figura 41, histograma B. ∆67/K219Q/E). Sin embargo, en 15 
de las 25 secuencias que llevan la deleción ∆67 y las TAMs2 (K70R, T215F y K219Q o 
E), se elimina cualquier asociación de la deleción ∆67 con las mutaciones del complejo 
de la Q151M (Figura 41). Curiosamente, M41L aparece con frecuencia junto a la 
deleción ∆67, aún cuando ésta aparece asociada principalmente con todas las TAMs2 
(Figura 41). 
 
Estos resultados son consistentes con la asociación de ∆69 con mutaciones 
pertenecientes al complejo de la Q151M, mientras que la deleción ∆67 suele estar 
asociada muy frecuentemente con mutaciones de resistencia a análogos a timidina, 
especialmente mutaciones del grupo de las TAMs2. Por todo ello, decidimos extender el 
estudio del papel de las deleciones en el mecanismo de escisión de iniciadores 










Figura 41. Histogramas mostrando el porcentaje de mutaciones de resistencia asociadas a la deleción ∆67. Se 
muestran los porcentajes de cada mutación en las secuencias pertenecientes al Grupo 2 (A), así como las mutaciones 
asociadas a las secuencias del Grupo 2 que llevan la deleción ∆67 y la mutación K219Q/E (B) y la deleción ∆67 y todas 
las TAMs2 (C). En gris se muestra el número de secuencias pertenecientes al Grupo 2, así como el número de 
secuencias del subconjunto analizado para cada caso. Las mutaciones pertenecientes al complejo de la Q151M (A62V, 
V75I, F77L, F116Y y Q151M) se muestran en rojo. Las posiciones asociadas a mutaciones del grupo de las TAMs1 




4.3.1 Caracterización de la RT recombinante S68G/∆69/K70G (G∆69G): 
Eficiencia de incorporación de dTTP y escisión de AZTMP y d4T-
monofosfato (d4TMP) de iniciadores de DNA bloqueados 
 
 
 Si bien hemos descrito anteriormente que la deleción ∆69 disminuye la capacidad 
de escisión (Figura 34, 35), decidimos incluir en el estudio una RT que tuviera además 
las mutaciones adyacentes S68G y K70G, presentes en la secuencia de la RT del virus 
obtenido del paciente. El mutante denominado G∆69G se caracterizó mediante ensayos 







Figura 42. Parámetros cinéticos para la incorporación de dTTP en el estado pre-estacionario con la RT mutante 
G∆69G. (A) Cinéticas de incorporación de dTTP en el estado pre-estacionario sobre un complejo molde-iniciador 
31T/21P. A una mezcla preincubada de la RT (50 nM) y 31T/21P (100 nM) se le añadieron concentraciones crecientes de 
nucleótido en un tampón que contenía Mg2+ a una concentración final de 12,5 mM. Las líneas continuas representan el 
mejor ajuste de los datos a la ecuación [P] = A × (1-℮-kobs × t) + kss x t, para cada concentración de dNTP utilizada (B) 
Dependencia con la concentración de la incorporación de dTTP por la RT G∆69G. Las constantes de velocidad (kobs) 
obtenidas de los ajustes de la gráfica (A) se representaron frente a la concentración de dTTP. Los datos se ajustaron a la 
ecuación hiperbólica kobs = kpol x [dNTP] / (Kd + [dNTP]), para obtener los valores de kpol  y Kd. La línea continua 
representa el mejor ajuste de los datos a la ecuación hiperbólica. Se realizaron 3 experimentos independientes y se 
obtuvieron valores de kpol y Kd de: 16,7 ± 0,9 s-1 y 14,4 ± 2,2 µM, respectivamente. 
  
Los análisis cinéticos en el estado pre-estacionario no revelaron diferencias 
importantes en la eficacia catalítica (kpol/Kd) del mutante G∆69G (1,15 ± 0,19 µM-1s-1) en 
comparación con la RT ∆69 analizada previamente (ver Tabla 9). Además, el mutante 
G∆69G mostró constantes cinéticas muy similares a ∆69, con una kpol de 16,7 ± 0,9 s-1 y 
una Kd de 14,4 ± 2,2 µM. 
 
Posteriormente se llevaron a cabo reacciones de escisión de inhibidores utilizando 
complejos molde-iniciador bloqueados con AZTMP y/o d4TMP en presencia de las RTs  
G∆69G y WT (NL4-3) (Figura 43). Los resultados de los ensayos de escisión de 
iniciadores bloqueados con AZTMP muestran que la actividad fosforolítica del mutante 
G∆69G es más baja que la de la RT WT (NL4-3), en presencia de PPi 200 µM. Además, 
la actividad fosforolítica es bastante reducida para las dos enzimas en presencia de ATP 
3,2 mM (Figura 43A). Estos resultados son similares a los obtenidos anteriormente con la 
RT ∆69 (apartado 4.2.2.2). Las cinéticas de escisión de d4TMP en presencia de PPi y 
ATP fueron similares a las obtenidas con iniciadores bloqueados con AZTMP, aunque el 








Figura 43. Cinéticas de las reacciones de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP (A) y d4TMP (B) para la 
RT WT (NL4-3) y el mutante G∆69G. Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de ATP 3,2 mM 
(gráficas de la izquierda) y de PPi 200 µM (gráficas de la derecha). Todos los dNTPs en estos ensayos se usaron a una 
concentración de 100 µM, excepto el dATP cuya concentración fue de 1 µM. En estos ensayos se utilizó el complejo 
molde-iniciador D38/25PGA. La concentración de enzima activa en los ensayos fue de 24 y 72 nM en presencia de PPi y 
ATP, respectivamente. Los valores representados se obtuvieron de tres experimentos independientes. 
 
 
4.3.2  Escisión de AZTMP y d4TMP de iniciadores de DNA bloqueados 
catalizada por la RT ∆67/T69G/K70R (∆67GR) 
 
 Se analizó el efecto de la deleción (∆67) sobre la capacidad de la RT de escindir 
AZTMP y d4TMP de un iniciador bloqueado, en presencia de ATP y PPi. Para ello, se 
obtuvo el mutante ∆67GR que contiene la deleción ∆67 acompañada de las mutaciones 
T69G y K70R. Ambas mutaciones T69G y K70R, suelen aparecer acompañando a la 
deleción en RTs de aislados virales de pacientes tratados. Los resultados de las cinéticas 
de rescate se muestran en la Figura 44. 
 
La RT WT (NL4-3) presenta una baja eficiencia de escisión sobre iniciadores 





µM, la RT WT (NL4-3) escinde eficientemente ambos inhibidores (Figura 44). La 
introducción de la deleción ∆67 (combinada con los cambios T69G y K70R) dio lugar a un 
aumento significativo en la actividad fosforolítica de la RT en presencia de ATP cuando el 
iniciador se encontraba bloqueado con AZTMP. El porcentaje de iniciador rescatado era 4 
veces superior al obtenido con la RT WT (NL4-3) (Figura 44A). Sin embargo, estas 
diferencias no se observaron con iniciadores bloqueados con d4TMP, donde ambas RTs 
tuvieron niveles de escisión similares y bastante reducidos (Figura 44B). En ensayos de 
escisión dependiente de PPi, el mutante ∆67GR mostró una elevada actividad 
fosforolítica con ambos inhibidores (Figura 44).  
 
 
Figura 44. Cinéticas de las reacciones de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP (A) y d4TMP (B) para la 
RT WT (NL4-3) y la RT mutante ∆67GR. Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de ATP 3,2 mM 
(gráficas de la izquierda) y de PPi 200 µM (gráficas de la derecha). Todos los dNTPs en estos ensayos se usaron a una 
concentración de 100 µM, excepto el dATP cuya concentración fue de 1 µM. En estos ensayos se utilizó el complejo 
molde-iniciador D38/25PGA. La concentración de enzima en los ensayos fue de 24 y 72 nM en presencia de PPi y ATP, 







4.3.3 Efecto de las TAMs M41L/T215Y en la escisión de análogos a 
timidina catalizada por las RTs ∆67GR y G∆69G 
 
 
El efecto de la deleción ∆69 en la escisión también se estudió en presencia de las 
TAMs M41L y T215Y. Para ello, se generó una RT denominada G∆69G_LY 
(M41L/S68G/∆69/K70G/T215Y) que se analizó en comparación con la RT mutante 
M41L/T215Y. Del mismo modo, la RT mutante M41L/T215Y se estudió en comparación 
con otra RT portadora de la deleción en la posición 67 y que tenía los cambios 
M41L/∆67/T69G/K70R/T215Y, denominada ∆67GR_LY. Estos cambios se introdujeron 
en un contexto de secuencia WT (BH10). En la Figura 45 se muestran los resultados de 
los ensayos de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP y d4TMP, llevados a cabo 
con los mutantes descritos.  
 
 
Figura 45. Efecto de distintas mutaciones sobre la eficiencia de escisión de iniciadores bloqueados con AZTMP (A) 
y d4TMP (B) en presencia de ATP o PPi. Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de ATP 3,2 mM 
(gráficas de la izquierda) y de PPi 200 µM (gráficas de la derecha). Todos los dNTPs en estos ensayos se usaron a una 
concentración de 100 µM, excepto el dATP cuya concentración fue de 1 µM. En estos ensayos se utilizó el complejo 
molde-iniciador D38/25PGA. La concentración de enzima activa en los ensayos fue de 24 y 72 nM en presencia de PPi y 





La RT WT (BH10) fue capaz de escindir iniciadores bloqueados con AZT y d4T 
muy eficientemente en presencia de PPi mientras que en presencia de ATP la actividad 
fosforolítica de la enzima fue muy baja. Por otro lado, el mutante M41L/T215Y escinde 
eficientemente el AZTMP en presencia de ATP y PPi (Figura 45A). Es interesante 
destacar que, cuando la deleción ∆69 se encuentra asociada a ambas TAMs (mutante 
G∆69G_LY), la habilidad de la enzima para escindir el AZTMP en presencia de ATP se 
ve reducida 3 veces en relación con el mutante M41L/T215Y. Por el contrario, el mutante 
∆67GR_LY (M41L/∆67/T69G/K70R/T215Y) incrementa considerablemente la escisión del 
AZTMP en presencia de ATP 3,2 mM (Figura 45A). Se obtuvieron resultados similares 
con iniciadores bloqueados con d4TMP, aunque los efectos fueron menores (Figura 
45B). Además se observó, que en todos los casos la escisión de AZTMP fue más 
eficiente que la de d4TMP en presencia de ATP (Figura 45). Todas las enzimas 
escindieron eficientemente ambos inhibidores en presencia de PPi con un ligero aumento 
en la escisión de AZT por parte del mutante ∆67GR_LY en comparación con la RT 
M41L/T215Y (Figura 45). 
 
4.3.4 Papel de la mutación K219E en la escisión de AZTMP y d4TMP de 
iniciadores de DNA bloqueados, catalizada por RTs portadoras de las 
deleciones ∆67 y ∆69 
 
El análisis de secuencias reveló que la mayoría de las deleciones que afectan a la 
posición 67 llevan en su secuencia TAMs2 (en más del 64% de las ocasiones), mientras 
que por el contrario, las deleciones que afectan a la posición 69 (con Asp en la posición 
67) las llevan en menos del 10% de las secuencias. Se introdujo la TAM2 K219E 
(ausente en aislados portadores de ∆69, y que aparece en un 48% de los que contienen 
∆67) en RTs mutantes portadoras de los cambios ∆69, S68G/∆69/K70G y 
∆67/T69G/K70R, para analizar su influencia sobre la capacidad de las RTs de escindir 
AZTMP y d4TMP en un iniciador bloqueado. Los resultados se muestran en la Figura 46. 
 
La mutación K219E no tuvo un efecto significativo en la actividad fosforolítica 
dependiente de ATP cuando acompañaba a la deleción Δ69 (Figura 46). Los mutantes 
G∆69G/K219E (S68G/∆69/K70G/K219E) y ∆69/K219E mostraron una baja actividad 
fosforolítica en presencia de ATP, similar a la observada con la enzima WT (NL4-3) y los 
mutantes ∆69 y G∆69G (S68G/∆69/K70G), en ensayos llevados a cabo con iniciadores 
bloqueados con AZT y d4T (Figura 46). Sin embargo, en presencia de PPi la mutación 
K219E sí alteró la eficiencia de escisión de ∆69. Los mutantes ∆69/K219E y 




extender ambos tipos de iniciadores bloqueados. Las cinéticas mostradas en la Figura 46 
muestran diferencias importantes en la velocidad de rescate de las enzimas ∆69/K219E y 




Figura 46. Efecto de la sustitución K219E sobre la cinética de la reacción de escisión de iniciadores bloqueados con 
AZTMP (A) y d4TMP (B) en presencia de ATP o PPi. Las cinéticas de rescate se llevaron a cabo en presencia de ATP 
3,2 mM (gráficas de la izquierda) y de PPi 200 µM (gráficas de la derecha). Todos los dNTPs en estos ensayos se 
utilizaron a una concentración de 100 µM, excepto el dATP cuya concentración fue de 1 µM. Se utilizó el complejo 
molde-iniciador D38/25PGA. La concentración de enzima activa en los ensayos fue de 24 y 72 nM en presencia de PPi y 
ATP, respectivamente. Los valores representados se obtuvieron de tres experimentos independientes.  
 
Por otro lado, los mutantes ∆67GR/K219E (∆67/T69G/K70R/K219E) y ∆67GR 
(∆67/T69G/K70R) mostraron un perfil de escisión similar en todos los casos, 
indicándonos que la mutación K219E no tiene una influencia significativa sobre la 
escisión cuando la deleción ∆67 está presente. En iniciadores bloqueados con AZT y 
d4T, ambos mutantes fueron capaces de escindir y extender eficientemente el iniciador 
en presencia de PPi (Figura 46). Los mutantes ∆67GR/K219E y ∆67GR rescataron 
ambos inhibidores más eficientemente que el resto de mutantes en presencia de ATP, 
con porcentajes de iniciador rescatado muy elevados para el AZT, mientras que con el 
















5.1 Resistencia a efavirenz de las variantes multirresistentes, 
selección de mutaciones de resistencia y aparición de la deleción 
∆69 durante el tratamiento antirretroviral 
 
La horquilla β3-β4, formada por los residuos 63 a 73 de la RT del VIH-1, 
desempeña un papel importante en la estabilización del complejo dNTP/Mg2+ dentro del 
sitio de unión del nucleótido, principalmente a través del establecimiento de enlaces de 
hidrógeno entre las cadenas laterales de Lys65 y Arg72 y átomos de oxígeno 
sustituyentes de los fosfatos γ y β del dNTP, respectivamente (Huang et al., 1998). Los 
residuos de la horquilla β3-β4 modulan muchos aspectos de la actividad de la RT que 
incluyen su fidelidad de copia (Kim et al., 1999; Shah et al., 2000; Garforth et al., 2007, 
2010), procesividad (Arion et al., 1996; Kew et al., 1998), desplazamiento de cadena en la 
síntesis de DNA (Fisher et al., 2003) y pirofosforolisis (Arion et al., 1998; Meyer et al., 
1999; Sluis-Cremer et al., 2000). Con el aumento de la complejidad de los tratamientos 
antirretrovirales y del número de fármacos utilizados en las terapias actuales, se ha 
observado la aparición de nuevas mutaciones poco comunes, como inserciones y 
deleciones en la horquilla β3-β4 de la RT del VIH-1, asociadas a mutaciones que 
confieren resistencia a múltiples inhibidores de la RT del VIH-1 (revisado en Menéndez-
Arias et al., 2006).  
 
 Se han identificado dos patrones distintos de mutaciones de resistencia en 
aislados clínicos que contienen una deleción de un aminoácido en la horquilla β3-β4 de la 
RT viral. Por un lado, la deleción ∆67 está comúnmente asociada a TAMs, entre las que 
se incluyen K70R o T215F/Y. Por otro, la deleción ∆69 se encuentra con frecuencia 
acompañada por el cambio Q151M y mutaciones asociadas al mismo (A62V, V75I, F77L 
y F116Y). En ensayos fenotípicos, los aislados multirresistentes que llevaban la deleción 
∆69, el complejo de la Q151M y las sustituciones de aminoácidos K103N, Y115F, Y181C, 
M184V y G190A en la región DNA polimerasa de la RT, mostraron niveles altos de 
resistencia a todos los inhibidores de la RT analizados en ensayos fenotípicos (ver 
Figura 16 en Introducción) (Villena et al., 2007). Además, el seguimiento de la población 
viral en el paciente permitió comprobar que la proporción de variantes portadoras de la 
deleción ∆69 aumentaba cuando se administraba efavirenz durante el tratamiento 
antirretroviral (Villena et al., 2007).  
 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que en presencia de 
múltiples mutaciones de resistencia a NRTIs y NNRTIs, la deleción ∆69 no afecta de 
forma importante a la sensibilidad de la enzima al efavirenz. La resistencia elevada al 





MDR_∆69 y MDR_∆69/S163I) fue consistente con los datos fenotípicos publicados 
previamente (Villena et al., 2007). Nuestros resultados indican que la mutación S163I 
disminuye ligeramente la susceptibilidad del mutante MDR_∆69 a efavirenz, lo que 
estaría de acuerdo con los resultados de ensayos de eficacia biológica (“fitness”) 
realizados in vitro, en los que se observó que bajo presión farmacológica con efavirenz, la 
mutación S163I contribuye en incrementar la capacidad de replicación del virus 
multirresistente cuya secuencia contenía la deleción ∆69 (Villena et al., 2007).  
 
Por otro lado, la mutación de resistencia a NNRTIs, K103N, incrementó de forma 
notable la resistencia a efavirenz, nevirapina y delavirdina de la RT recombinante, lo que 
está de acuerdo con resultados obtenidos en estudios publicados con anterioridad 
(Bacheler et al., 2001; Andries et al., 2004). La mutación K103N es muy importante para 
la adquisición de niveles altos de resistencia a nevirapina y delavirdina en las RTs 
multirresistentes, al presentar un valor de CI50 para ambos inhibidores superior a 1,6 mM. 
Sin embargo, la CI50 obtenida con la RT K103N para efavirenz (26,6 µM) fue al menos 60 
veces inferior a la de las enzimas multirresistentes (CI50 > 1,6 mM), lo que sugiere que 
otras mutaciones, tales como Y181C y G190A, implicadas en resistencia a NNRTIs 
(Johnson et al., 2009; Reuman et al., 2010) contribuyen a alcanzar la elevada resistencia 
a efavirenz observada con las RTs recombinantes multirresistentes. Tanto Tyr181 como 
Gly190 se encuentran dentro en el bolsillo de unión de los NNRTIs (Ren et al., 2000; 
Lindberg et al., 2002; Sarafianos et al., 2004). La estructura cristalográfica de la RT 
mutante Y181C unida a efavirenz, (Ren et al., 2001) demuestra que el cambio de Tyr181 
por Cys genera una pérdida de la interacción hidrofóbica del residuo aromático (Tyr) con 
el efavirenz, lo que provoca una alteración en la colocación del inhibidor en el sitio de 
unión de NNRTIs. Por otro lado, el cambio de Gly190 por Ala, introduce un grupo metilo 
(CH3) en la cadena lateral del aminoácido que provoca conflictos estéricos en la 
interacción del inhibidor con la RT, alterando su afinidad por la enzima (Sarafianos et al., 
2004). 
 
Dado que la RT portadora de la deleción ∆69 se selecciona con tratamientos que 
contienen efavirenz y que este inhibidor potencia las interacciones entre las subunidades 
p66 y p51 de la RT del VIH-1 (Tachedjian et al., 2001; Tachedjian y Goff, 2003), 
asumimos que la deleción estaría jugando un papel importante en la dimerización de la 
enzima. En ensayos de estabilidad en presencia de urea, no se observaron diferencias 
significativas entre las enzimas multirresistentes y la RT WT (NL4-3), aunque la RT 
MDR_∆69 fue ligeramente más estable que la RT MDR_69T (Figura 27). Sin embargo, 
en estos ensayos no sólo medimos efectos sobre interacción entre las subunidades p66 y 
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p51 de la RT, sino que los valores de CI50 para urea obtenidos se ven influidos por la 
interacción de la RT con el DNA. En este trabajo observamos que la mutación K103N 
produce un incremento de 3 veces en la constante de asociación de la RT con el 
complejo molde-iniciador. El efecto de K103N u otras mutaciones sobre la unión de 
complejos DNA/DNA puede enmascarar los efectos derivados de la interacción de las 
subunidades p66 y p51, haciendo difícil la evaluación del impacto de ∆69 sobre dichas 
interacciones. 
 
Ensayos fenotípicos llevados a cabo previamente (Villena et al., 2007) 
demostraron que los virus resistentes a múltiples inhibidores de la RT presentaban 
hipersensibilidad a los inhibidores de la PR, sugiriendo la existencia de un cierto 
desequilibrio entre los niveles de PR y RT en el virión. Estudios anteriores han 
demostrado que mutaciones en la RT pueden afectar a la estabilidad de la enzima, 
debido a una alteración en su capacidad para formar el heterodímero (Mulky et al., 2005) 
o a su mayor susceptibilidad a la degradación por la PR viral (Olivares et al., 2007). En 
este último caso, mutaciones en la PR, generadas tras sucesivos pases del virus in vitro, 
pueden contrarrestar esta deficiencia (Olivares et al., 2007). Todos los virus 
recombinantes utilizados en el estudio de Villena et al (2007) tenían la misma secuencia 
en la PR (que era la derivada de VIH-1NL4-3). Villena et al. llevaron a cabo experimentos 
para determinar si el incremento de susceptibilidad a inhibidores de la PR podría estar 
relacionado con la maduración del virus. En estos estudios se observó que los viriones 
obtenidos de células infectadas con el virus multirresistente del paciente mostraban cierta 
disminución en los niveles de procesamiento de Gag, lo que estaría de acuerdo con la 
presencia de una menor cantidad de PR activa en el virión (Villena et al., 2007). Por todo 
ello, no podemos descartar que las RTs multirresistentes lleven en su secuencia 
mutaciones que disminuyan la expresión de la PR viral debido a un defecto en la 
dimerización de la poliproteína Gag-Pol, o a su menor estabilidad. 
 
 
5.2 Efecto de mutaciones en el subdominio “connection” sobre la 
resistencia a NNRTIs: Análisis del papel de A376S en la 
resistencia a nevirapina 
 
 
Estudios anteriores han sugerido que las mutaciones dentro del subdominio 
“connection” y el dominio RNasa H de la RT podrían modular la resistencia a NNRTIs a 
través de varios mecanismos moleculares que incluyen alteraciones en: (1) la 





durante el inicio de la retrotranscripción (Biondi et al., 2010) o durante la elongación de 
complejos RNA/DNA a lo largo del proceso (Nikolenko et al., 2010); y (3) la afinidad de la 
enzima por el inhibidor (Schukmann et al., 2010). Aunque los residuos 248-560 
(pertenecientes a los subdominios “thumb” y “connection” y al dominio RNasa H) de las 
RTs multirresistentes utilizadas en este trabajo contenían la secuencia de la RT WT (NL4-
3), estudios anteriores han sugerido que en la RT multirresistente podría haber una 
interacción funcional entre la región polimerasa y la región C-terminal de la subunidad 
p66 (que incluiría el subdominio “connection” y el dominio RNasa H) (Nikolenko et al., 
2007; Yap et al., 2007). Reforzando esta idea, los estudios llevados a cabo con clones 
virales del aislado clínico, portadores de los residuos 15-527 de la RT multirresistente, 
demostraron que la presencia de los aminoácidos 248-527 era necesaria para generar 
virus con una capacidad replicativa elevada, consistente con las fluctuaciones 
observadas in vivo en las poblaciones virales del paciente (Villena et al., 2007).  
 
Debido a que la mayor parte de las mutaciones de resistencia a NRTIs y NNRTIs 
se localizan en el dominio polimerasa de la RT (Johnson et al., 2009), los análisis de 
genotipado no incluyen mutaciones fuera de esta región. Sin embargo, las mutaciones en 
el subdominio “connection” y el dominio RNasa H pueden contribuir significativamente a 
la resistencia a inhibidores de la RT, tanto individualmente (Yap et al., 2007; Hachiya et 
al., 2009; Gupta et al., 2010; Puertas et al., 2010) como cuando se encuentran asociadas 
a mutaciones de resistencia a inhibidores de la RT (Nikolenko et al., 2007; Yap et al., 
2007), por lo que son varios los autores que sugieren extender el genotipado más allá del 
subdominio “thumb” de la polimerasa (Götte, 2007; Santos et al., 2008). 
 
Una de las mutaciones localizadas fuera del dominio DNA polimerasa de la RT es 
A376S, que se encuentra en el subdominio “connection” de la enzima. Este cambio 
aparece en algunos aislados portadores de combinaciones de mutaciones similares a las 
que encontramos en las enzimas multirresistentes, que incluyen: el complejo de la 
Q151M, K103N, Y181C, M184V, G190A y la deleción ∆69 (Gómez-Carrillo et al., 2004; 
Baxter et al., 2006; Laurent et al., 2006; Sylla et al., 2008). Ensayos fenotípicos llevados a 
cabo con clones del VIH-1 portadores de A376S en la RT mostraron un incremento de 3,7 
veces en la CI50 para nevirapina (Hachiya et al., 2009). Este resultado fue consistente con 
los obtenidos en este trabajo utilizando la RT recombinante A376S, donde demostramos 
que el cambio A376S incrementa en 4 veces la CI50 para el inhibidor, lo que se vio 
confirmado además por una disminución de 3 veces en la afinidad de la RT A376S por 




La base estructural que justificaría el papel de la mutación A376S sobre la 
resistencia a nevirapina no se conoce. En general, la resistencia a NNRTIs implica la 
pérdida de interacciones entre el fármaco y los aminoácidos del sitio de unión de NNRTIs. 
Sin embargo, la distancia entre el aminoácido de la posición 376 y el bolsillo de unión de 
NNRTIs es mayor de 20 Å, de modo que la resistencia a nevirapina no se puede atribuir a 
una interacción directa entre el aminoácido 376 y el inhibidor (Figura 47). Los resultados 
de las determinaciones de constantes de afinidad de la RT A376S por el DNA 
demostraron que la mutación A376S produce un incremento en la constante de 
asociación de la RT con el complejo molde-iniciador. Este incremento de afinidad podría 




Figura 47. Localización estructural de Thr376 en la RT del VIH-1. (A) Estructura cristalográfica de la RT del VIH-1 
unida a nevirapina (NVP) mostrando la ubicación de la posición 376 en p66 (en rosado) y p51 (en azul). (B) Localización 
de la Thr-376 en p66 (señalada y en verde) relativa al complejo molde-iniciador en el complejo ternario de la RT que 
contiene un complejo molde-iniciador y dTTP (C) Residuos de aminoácidos próximos a Thr376 en p66 en el complejo 
ternario de la RT del VIH-1 (RT/DNA-DNA/dTTP). Los residuos mostrados se encuentran a menos de 5 Å de distancia 
de Thr376 (en verde). Los residuos de p66 se muestran en rosado y Trp401 de p51, azul. Las distancias interatómicas 
relevantes se muestran en rojo. (D) y (E) son modelos que muestran las interacciones representadas en el panel (C). El 
panel (E) muestra un modelo en donde Thr376 ha sido reemplazada por Ala. Las posiciones relativas de los residuos 
mostrados en los paneles (C-E) corresponden a la orientación de la RT mostrada en el panel (B). Las coordenadas han 
sido obtenidas del Protein Data Bank (código 3HVT para (A) y (B), y código 1RTD para (C), (D) y (E)) (Smerdon et al., 







El residuo 376 de la RT es un residuo polimórfico en el VIH-1 grupo M subtipo B. 
Más del 60% de los aislados virales de dicho subtipo (obtenidos de pacientes no tratados) 
contienen Ala en la posición 376, mientras que un 24% contiene Thr y un 6% Ser (base 
de datos de Stanford; http://hivdb.stanford.edu). Todas las coordenadas cristalográficas 
depositadas en el “Protein Data Bank” (PDB) correspondientes a RTs se obtuvieron con 
enzimas derivadas de la cepa HXB2 del VIH-1, que contiene Thr en la posición 376. La 
estructura cristalográfica del complejo ternario RT/DNA-DNA/dTTP indica que en la 
subunidad p66, la Thr376 de la RT del VIH-1 se localiza cerca de la interfase de 
dimerización de p66/p51 y podría influir en la susceptibilidad de la RT a nevirapina, a 
través de un efecto sobre la formación del heterodímero (Figura 47B). Thr376 
interacciona con Gln373 y Trp401, residuos que se encuentran en la superficie de la 
región de interacción entre p66 y p51 (Menéndez-Arias et al., 2001) (Figura 47). La 
distancia interatómica entre las cadenas laterales de Thr376 y Trp401 en el complejo 
ternario de la RT es de 4.2 Å, indicándonos que es posible que la mutación A376S 
favorezca el empaquetamiento de las cadenas laterales de Trp401 y Ser/Thr376, lo que 
aumentaría la estabilidad de la enzima (Figura 47). Una mayor estabilidad de p66/p51 
haría necesaria una mayor cantidad de nevirapina para alterar la unión de la RT al 
complejo molde-iniciador DNA/DNA, de modo que el complejo binario ya no retuviera su 
funcionalidad, lo que explicaría el incremento de CI50 observado en nuestros 
experimentos. 
 
5.3 Determinantes moleculares de la resistencia al AZT en RTs 
multirresistentes portadoras de la deleción ∆69 
 
El AZTTP es un sustrato incorporado ineficazmente por las RTs multirresistentes. 
La baja eficacia catalítica de incorporación de AZTTP de estas enzimas puede atribuirse 
a la presencia de las 5 mutaciones que forman el complejo de la Q151M 
(A62V/V75I/F77L/F116Y/Q151M), aunque bajo condiciones de estado estacionario las 
RTs multirresistentes mostraron una mayor resistencia al inhibidor que la RT portadora 
del complejo. Un análisis amplio de los efectos de la deleción sobre la discriminación 
entre AZTTP y dTTP en el contexto de secuencia de las RTs multirresistentes no fue 
posible debido a la elevada resistencia intrínseca al inhibidor de estas enzimas, reflejada 
en el alto valor de la constante de disociación (Kd) para el AZTTP (>40 µM). Sin embargo, 
nuestros datos mostraron que en RTs multirresistentes, la presencia o ausencia de la 
deleción no afectaba de forma importante a la eficacia catalítica de incorporación de AZT, 




La adquisición de resistencia a AZT a través de las mutaciones del complejo de la 
Q151M (A62V/V75I/F77L/F116Y/Q151M) implica alteraciones en la capacidad de la 
enzima para discriminar entre AZTTP y dTTP, sin intervención del mecanismo de escisión 
mediado por ATP o PPi (Deval et al., 2002). Al igual que la RT portadora del complejo de 
la Q151M, las RTs multirresistentes mostraron una actividad fosforolítica muy reducida en 
la escisión de AZTMP. Estudios anteriores realizados en el laboratorio, demostraron que 
la mutación accesoria del complejo de la Q151M, V75I, disminuye la escisión de AZTMP 
en distintos contextos de secuencia (Matamoros et al., 2009). Sin embargo, la reversión 
de Ile a Val75 no modificó los niveles de escisión de las variantes multirresistentes 
utilizadas en este trabajo. Otras mutaciones tales como Y181C y M184V, que reducen la 
pirofosforolisis en presencia de iniciadores bloqueados con AZT (Götte et al., 2000; Selmi 
et al., 2003) podrían contribuir también a los bajos niveles de escisión observados. 
 
5.4 Resistencia a 3TC e hipersensibilidad al AZT conferida por la 




La introducción de la deleción de Thr69 (∆69) en la RT, en el contexto de 
secuencia de un virus no mutado (WT), dio lugar a una variante del VIH-1, cuya CI50 para 
3TC y FTC era 3,5 a 5 veces superior a la del virus WT (VIH-1NL4-3) en ensayos 
fenotípicos (Villena et al., 2007). Los datos presentados en este trabajo, basados en 
ensayos cinéticos llevados a cabo en el estado pre-estacionario con RTs recombinantes, 
indican que la resistencia a 3TC mediada por la deleción ∆69, se debe a una reducción 
de 7 veces aproximadamente en la capacidad de la enzima para discriminar entre dCTP y 
3TCTP. Esta reducción fue debida a una disminución en la constante catalítica y a una 
pérdida de afinidad de la enzima por el inhibidor, efecto que se había visto previamente 
con RTs que contenían la mutación de resistencia M184V (Deval et al., 2005). Bajo 
nuestras condiciones de ensayo, la escisión de 3TCMP por parte de las RTs mutantes 
utilizadas fue muy ineficiente, lo que no constituye una sorpresa, ya que se sabe que en 
general los análogos a citidina son malos sustratos para la reacción de escisión mediada 
por ATP (Isel et al., 2001; Mas et al., 2002). 
 
 En ensayos fenotípicos se vio que por sí sola la deleción ∆69 aumentaba 
aproximadamente 5 veces la sensibilidad al AZT del VIH-1 (Villena et al., 2007; Tabla 
15). Los estudios bioquímicos realizados revelaron que estas diferencias no pueden ser 
atribuidas a una disminución en la eficacia relativa de incorporación de AZTTP frente a 





portadora de la deleción. Se ha estimado que la concentración de ATP en diversos tipos 
de células (células H9, macrófagos, linfocitos activados y no activados, etc.) es de 1-5 
mM (De la Rosa et al., 1991; Gribble et al., 2000; Smith et al., 2005). Nuestros resultados 
demuestran que en comparación con la RT WT (NL4-3), la RT ∆69 escinde peor el 
AZTMP de iniciadores bloqueados en presencia de concentraciones fisiológicas de ATP 
(3,2 mM). Por otro lado, la RT ∆69 mostró una velocidad de escisión de AZTMP dos 
veces menor que las obtenidas con la RT WT (NL4-3) y la RT mutante T69A, en un 
amplio rango de concentraciones de PPi (6-500 µM). Estos datos nos sugieren que la 
hipersensibilidad al AZT podría ser observada no sólo en linfocitos activados, en los que 
la concentración de PPi estimada se encuentra dentro de un rango de 55 a 400 µM 
(Barshop et al., 1991; Smith et al., 2005), sino también en macrófagos y células T CD4+ o 
CD8+ no estimuladas, donde la concentración de PPi se estima en aproximadamente 7 a 
15 µM (Smith et al., 2005). Los cambios S68G y K70G, asociados a ∆69 y presentes en el 
aislado viral del paciente (Figura 15; Villena et al., 2007), no influyeron en los efectos 
producidos por la deleción ∆69, ni en ensayos de escisión de AZT ni en ensayos de 
incorporación de dTTP.  
 
5.5 Efectos potenciales de la deleción ∆69 sobre la estructura de 
la RT del VIH-1: Implicaciones en resistencia 
 
 El modelo molecular de la RT ∆69 unida a un complejo molde-iniciador y a un 
dNTP entrante (Figura 48) sugiere que la deleción no afecta a interacciones críticas, 
requeridas para el ataque nucleofílico entre el grupo hidroxilo (3’OH) del
iniciador y el fosfato α del dNTP entrante. Por ello, no es sorprendente que la RT mutante 
presente una elevada eficacia catalítica de incorporación de nucleótido. Sin embargo, las 
mayores diferencias entre la estructura modelada de la RT ∆69 y la estructura 
cristalográfica de la RT WT del VIH-1 se observan en la horquilla β3-β4 (residuos 63-73) 
y en las posiciones relativas de las cadenas β11a (residuos 214-217) y β12 (residuos 
227-229). De acuerdo con el modelo, la pérdida de Thr69 conlleva la extensión de las 
cadenas β3 y β4, que podría ocasionar un incremento en la estabilidad de la horquilla y 
reducir su flexibilidad conformacional (Figura 48). Además, la cadena polipeptídica entre 
los residuos 217 y 227 se desplazaría hacia el sitio de unión del dNTP, permitiendo que la 
cadena lateral de la Lys219 interaccionase con átomos de oxígeno sustituyentes del 
fosfato γ del dNTP entrante. El puente salino entre las cadenas laterales de Asp67 y 
Lys219, que se observa en la estructura cristalográfica de la RT WT del VIH-1, se pierde 
en el modelo de la RT Δ69, de tal manera que la cadena lateral de Asp67 podría interferir 
ahora en la interacción de Lys65 con el dNTP entrante (Figura 48). La pérdida de la 
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interacción de la Lys65 y el dNTP sugerida por el modelo, explicaría por qué K219E o 
K219Q (dos TAMs que aparecen en aislados de pacientes tratados) no se asocian con la 
deleción ∆69 (Figura 41A).  
 
 
Figura 48. Comparación del modelo estructural de la RT mutante Δ69 y la estructura cristalográfica de la RT 
WT. (A)  Representación de la cadena polipeptídica en forma de cinta de los residuos 63-73 y 214-228 en el modelo 
estructural de la RT Δ69 (izquierda) y en la estructura cristalográfica del complejo ternario que contiene la RT WT del 
VIH-1, un molde-iniciador DNA/DNA y un nucleótido entrante (derecha). Las cadenas laterales de Lys65, Arg67 y 
Lys219 se representan en verde. El nucleótido entrante (dTTP) y el nucleótido en el extremo 3’ del iniciador se 
representan con un modelo de esferas.  (B) Vista de la superficie del modelo molecular de la RT Δ69 (izquierda) y la 
estructura cristalográfica de la RT WT del VIH-1 (derecha), mostrando la ubicación de los residuos 63-73 (naranja) de la 
horquilla β3-β4 y los residuos 214-228 (verde). El dNTP entrante (parcialmente cubierto por las estructuras coloreadas) 
se representa con un modelo de esferas. En ambos casos, se utiliza la numeración de secuencia de la RT WT. Figura 
obtenida a partir de las coordenadas del modelo molecular de la RT ∆69 generado por el Dr. Jesús Mendieta y las 
coordenadas cristalográficas del complejo ternario de la RT del VIH-1 (1RTD, Huang et al., 1998). 
 
 
Nuestros resultados mostraron que la deleción ∆69 no tiene un efecto significativo 
sobre la resistencia a foscarnet, ni en reacciones de polimerización llevadas a cabo con la 
enzima recombinante, ni en ensayos fenotípicos en los que se utilizaron cepas del VIH-1 
portadoras de la deleción (Figura 49). Los datos fenotípicos fueron consistentes con los 
obtenidos en los ensayos de CI50 realizados en este trabajo. Es interesante destacar que 





AZTMP de iniciadores bloqueados con el inhibidor (Cruchaga et al., 2006). Bajo nuestras 
condiciones de ensayo, las tasas de escisión en presencia de foscarnet (kes) mostradas 
por la RT WT (NL4-3) y por las  RTs mutantes ∆69 y T69A fueron similares, pero muy 
inferiores (aproximadamente 1000 veces) a las obtenidas con PPi. En comparación con el 
PPi, el foscarnet tiene un menor volumen (Figura 40B), y por lo tanto, los efectos 
estéricos que afectan la interacción con las cadenas laterales de Lys65 y Lys219 se 




Figura 49. Histogramas mostrando la CI50 de foscarnet para las RTs WT (NL4-3), T69A, ∆69 y MDR_∆69. Los 
valores de CI50 representan el valor medio ± desviación estándar de tres ensayos, cada uno de ellos realizado seis veces. 
[Datos proporcionados por el Dr. Miguel Ángel Martínez (Fundación irsiCaixa, Badalona)] 
 
 
La deleción ∆69 dificulta la escisión, y esto probablemente se debe a que se 
producen alteraciones en las interacciones con el grupo fosfato del PPi, localizado en una 
posición distal en relación con el extremo 3’ del iniciador. Reordenamientos estructurales 
a nivel local, que incluyen cambios conformacionales predichos por el modelo molecular 
(Figura 48) y que afectan a las cadenas β3-β4 y β11a-β12 y a los bucles comprometidos 
entre ellas, también podrían reducir la accesibilidad del donante de PPi al nucleótido 
terminador de cadena, ubicado en el extremo 3’ del iniciador.  
 
El modelo molecular de la RT portadora de la deleción ∆69 sugiere que las 
interacciones que implican a las cadenas laterales de Asp67 y Lys219 podrían jugar un 
papel importante en la hipersensibilidad al AZT mediada por la deleción ∆69. Los 
resultados aquí presentados demuestran que en presencia de PPi, la sustitución de la 
Lys219 por Glu disminuye la escisión de análogos a timidina (AZT, en mayor medida que 
d4T) cuando la mutación K219E se encuentra acompañada de la deleción ∆69.  
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El acceso del donador de PPi al inhibidor que bloquea el extremo 3’ del iniciador 
en la RT portadora de la deleción ∆69 posiblemente se ve más afectado por la presencia 
de Glu219 en lugar de Lys, ya que el cambio K219E modifica la carga y el tamaño de 
dicho residuo. Además, esta mutación podría estar influyendo en el posicionamiento 
correcto del iniciador bloqueado por el inhibidor, alterando la orientación adecuada para 
el ataque nucleofílico requerido para la escisión del fármaco. Apoyando esta hipótesis, los 
ensayos fenotípicos de susceptibilidad a AZT muestran una reducción de la sensibilidad 
al AZT como consecuencia de la introducción de la mutación K219E en la secuencia de la 
RT portadora de la deleción ∆69 (Tabla 15).  
  
Tabla 15. Susceptibilidad a AZT y d4T en virus recombinantes portadores de 
variantes de la RT. 
 
CI50 (ng/ml) 
Enzimas AZT d4T 
   
WT (NL4-3) 1,5 ± 0,3 61,6 ± 10,0 
T69A 0,9 ± 0,1 (0,6x) - 
MDR_∆69 >1  (>1,000x) - 
∆69 0,26 ± 0,1 (0,17x) - 
∆69/K219E 0,65 ± 0,1 (0,43x) 66,0 ± 19,7 (1,1x) 
S68G/∆69/K70G 1,0 ± 0,3 (0,7x) 66,2 ± 18,8 (1,1x) 
S68G/∆69/K70G/K219E 2,1 ± 0,3 (1,4x) 88,5 ± 24,9 (1,4x) 
∆67/T69G/K70R 12,6 ± 1,7 (8x) 101,3 ± 13,5 (1,6x) 
∆67/T69G/K70R/K219E 15,4 ± 6,5 (10x) 87,6 ± 24,5 (1,4x) 
   
 
Los valores de CI50 representan el valor medio ± la desviación estándar de tres ensayos, cado uno de ellos realizado seis 
veces. Entre paréntesis se indica el aumento (en nº de veces) de la CI50 para el inhibidor con respecto al virus control que 




5.6 Influencia de las RTs S68G/∆69/K70G (G∆69G) y 
∆67/T69G/K70R (∆67GR) en la actividad fosforolítica de la RT 
portadora de las TAMs M41L y T215Y 
 
La reciente determinación de la estructura cristalográfica de una RT portadora de 
las TAMs M41L/D67N/K70R/T215Y/K219Q unida a AZTp4A ha revelado que estas 
mutaciones estarían generando un sitio de unión para el ATP, ausente en la RT WT (Tu 
et al., 2010). En ese estudio se observó que todas las TAMs a excepción de M41L 
estarían rodeando la porción adenosina monofosfato (AMP) del AZTp4A unido, 
estableciendo interacciones, especialmente con los residuos Arg70 y Tyr215, que 





confirman la hipótesis propuesta a partir de estudios de modelado molecular, que había 
llevado a algunos autores a sugerir que la Tyr215 podría participar en la unión del ATP, 
facilitando así la escisión de análogos a nucleósido de iniciadores bloqueados, cuando el 
extremo 3’ del iniciador se encontrase en el sitio N (Boyer et al., 2001; Sarafianos et al., 
2002). La deleción ∆67 podría actuar como una mutación secundaria en este contexto. El 
análisis de secuencias llevado a cabo en este trabajo indica que la deleción ∆67 se 
presenta frecuentemente asociada con TAMs (Figuras 40 y 41).  
 
Se ha demostrado que la RT portadora de las TAMs M41L y T215Y incrementa 
significativamente la actividad fosforolítica dependiente de ATP sobre iniciadores 
bloqueados con AZTMP y levemente sobre iniciadores bloqueados con d4T (Betancor et 
al., 2010). Ensayos fenotípicos llevados a cabo con virus recombinantes portadores de la 
RT M41L/T215Y mostraron que estos cambios producían un incremento de 4 veces en la 
CI50 para el AZT, sin alterar de forma significativa la resistencia a d4T (Tabla 16). Estos 
resultados fueron consistentes con los obtenidos en este trabajo, ya que la escisión 
dependiente de ATP de iniciadores bloqueados con análogos a timidina por parte de la 
RT M41L/T215Y se vio incrementada, con respecto a la presentada por la RT WT 
(BH10). Además, los niveles de escisión observados fueron mayores sobre iniciadores 
bloqueados con AZTMP que sobre iniciadores bloqueados con d4TMP. Por otro lado, en 
este trabajo no observamos diferencias significativas en la escisión de iniciadores 
bloqueados con AZTMP o d4TMP en presencia de PPi, entre las RTs mutantes y la RT 
WT (BH10) (Figura 45). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en trabajos 
anteriores, en los que las diferencias en los niveles de actividad fosforolítica dependiente 
de PPi entre las RTs portadoras de TAMs y la RT WT fueron relativamente pequeñas 
(Arion et al., 1998) o no significativas (Carroll et al., 1994; Meyer et al., 1999; Ray et al., 
2003). 
 
La introducción de la deleción ∆69 y sus dos cambios acompañantes S68G y 
K70G tiene un efecto antagónico significativo sobre la escisión, en presencia de las TAMs 
M41L y T215Y. Este efecto se observó en reacciones de escisión llevadas a cabo con 
iniciadores bloqueados con AZTMP en presencia de ATP y se ve refrendado por los 
resultados de los ensayos fenotípicos, en los que se vio que la introducción de los 
cambios S68G/∆69/K70G en la RT M41L/T215Y aumentaba su sensibilidad al AZT 





Tabla 16. Susceptibilidad a AZT y d4T en virus recombinantes portadores de 
variantes de la RT. 
 
 CI50 (ng/ml) 
Enzimas AZT d4T 
   
WT (BH10) 1,5 ± 0,7  79 ± 20 
M41L/T215Y 6,1 ± 2,0 (3,8x) 92 ± 17 (1,2x) 
S68G/∆69/K70G/M41L/T215Y 1,6 ± 0,8 (1,1x) 87 ± 48 (1,1x) 
∆67/T69G/K70R/M41L/T215Y 8,2 ± 5,9 (5,5x) 113 ± 76 (1,4x) 
   
 
Los valores de CI50 representan el valor medio ± la desviación estándar de tres ensayos, cado uno de ellos realizado seis 
veces. Entre paréntesis se indica el aumento (en no de veces) de la CI50 para el inhibidor con respecto al virus control que 
lleva la RT WT (BH10). [Datos proporcionados por el Dr. Miguel Ángel Martínez (Fundación irsiCaixa, Badalona); 
Betancor et al., 2010]. 
 
Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral demuestran que la deleción ∆67, 
junto con las mutaciones T69G y K70R, genera niveles de actividad fosforolítica 
dependiente de ATP sensiblemente más altos que los presentados por la enzima WT 
(NL4-3), cuando se emplean como sustratos iniciadores bloqueados con AZTMP y en 
menor medida con d4TMP. Por otro lado, la enzima portadora de la deleción ∆67 y las 
mutaciones M41L, T69G, K70R y T215Y (∆67GR_M41L/T215Y) presentaba mayores 
niveles de actividad fosforolítica dependiente de ATP que la RT M41L/T215Y, cuando las 
RTs se ensayaban utilizando iniciadores bloqueados con AZT o d4T. Los resultados de 
nuestros estudios enzimáticos son consistentes con los obtenidos en ensayos fenotípicos 
con los clones del VIH-1 recombinantes portadores de las correspondientes RTs (Tablas 
15 y 16).  
 
Además, se ha descrito que la mutación K70R (que acompaña a ∆67 en nuestras 
RTs) puede producir por sí sola un incremento moderado en la resistencia al AZT (Kellam 
et al., 1994). Aunque no se ha observado un incremento en la resistencia fenotípica para 
el AZT con la RT portadora de los cambios ∆67/T69G (Imamichi et al., 2000b; Imamichi et 
al., 2001), se ha visto que la introducción de ambas mutaciones en una RT que contenía 
varias TAMs como K70R, T215F y K219Q incrementaba considerablemente la resistencia 
al AZT (Imamichi et al., 2000b, 2001).  
 
El anillo plano del azúcar presente en el d4T (que tiene un doble enlace entre los 
átomos C2’ y C3’ del anillo de ribosa, Figura 6) hace de éste un peor sustrato en 
comparación con el AZT para la reacción de escisión, lo que explicaría los niveles más 
bajos de actividad fosforolítica observados con iniciadores bloqueados con d4TMP 
(Figura 45). Sin embargo, el incremento de la escisión observado con las RTs 





en ensayos fenotípicos (Tabla 15). Estudios anteriores han demostrado que la reacción 
de fosforolisis en presencia de iniciadores bloqueados con d4T es inhibida por 
concentraciones micromolares del siguiente dNTP complementario (CI50 = 0,5-10 µM), 
mientras que la escisión de AZT es 50 veces menos sensible a esta inhibición (CI50 > 150 
µM) (Meyer et al., 2000). En líneas celulares utilizadas en estudios con el VIH-1, se ha 
estimado que los niveles de dNTP varían de 10 a 300 µM (revisado en: Traut, 1994; 
Smith y Scott., 2006). Así, los niveles elevados de dNTP en las células MT-4 utilizadas en 
los ensayos fenotípicos podrían explicar las diferencias de susceptibilidad observadas en 
estos ensayos entre el AZT y el d4T, con las enzimas portadoras de TAMs. 
 
Al contrario de lo observado con la RT ∆69, el modelo molecular obtenido para la 
RT ∆67 unida a un complejo molde-iniciador y a un dNTP entrante sugiere que la Lys65 
mantiene su interacción con el fosfato γ del dNTP, mientras que la cadena lateral de la 
Lys219 se aleja del sitio de unión del nucleótido (Figura 49). Por tanto, el puente salino 
entre las cadenas laterales de Asp67 y Lys219 se pierde en el modelo de la RT ∆67. De 
esta forma, podría facilitarse la entrada del donador de PPi, tal como se ha propuesto en 
estudios anteriores (Boyer et al., 2001), y cuya hipótesis puede verse sustentada por 
nuestros resultados, en los que se observa un incremento en la actividad fosforolítica 
dependiente de ATP cuando la deleción ∆67 está presente. Reordenamientos en la 
horquilla β3-β4 y cambios en la conformación de las cadenas β11a (residuos 214-217) y 
β12 (residuos 227-229) permitirían una mayor accesibilidad del sitio de unión del dNTP 
(sitio N) a la entrada del donador de PPi (Figura 50B) y probablemente estos cambios 
estructurales faciliten además la interacción del ATP con las TAMs  (Tu et al., 2010). 
 
 
Figura 50. Modelo estructural de la RT mutante ∆67. (A)  Representación de la cadena polipeptídica en forma de lazo 
de los residuos 63-73 y 214-228 en el modelo estructural de la RT Δ67. Las cadenas laterales de Lys65 y Lys219 se 
representan en verde. El nucleótido entrante (dTTP) y el nucleótido en el extremo 3’ del iniciador se representan con un 
modelo de esferas.  (B) Vista de la superficie del modelo molecular de la RT Δ67 mostrando la ubicación de los residuos 
63-73 (naranja) de la horquilla β3-β4 y los residuos 214-228 (verde). El dNTP entrante (parcialmente cubierto por las 
estructuras coloreadas) se representa con un modelo de esferas. Se utiliza la numeración de secuencia de la RT WT. 
Figura obtenida a partir de las coordenadas del modelo molecular de la RT ∆67. 
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Trabajos recientes, basados en el análisis de secuencias del VIH-1 obtenidas de 
pacientes tratados con NRTIs, apoyan la existencia de dos patrones mutacionales 
distintos que confieren resistencia a AZT. El primer patrón (designado como TAM1) 
implica la asociación de M41L, L210W y T215Y. El segundo (TAM2) incluye las 
mutaciones D67N, K70R y K219E/Q y a veces T215F (Yahi et al., 1999; Hanna et al., 
2000; Hu et al., 2006; Svicher et al., 2006). Los análisis de secuencias realizados a lo 
largo de nuestro trabajo revelaron una sólida relación entre la deleción ∆67 y el grupo de 
las TAM2 (D67N, K70R y K219E/Q), así como con la TAM1 M41L (Figura 41). La 
mutación K219E es la TAM2 que se asocia con mayor frecuencia con la deleción ∆67 
(Figura 40). Sin embargo, al introducir el cambio K219E en la RT portadora de ∆67 no 
observamos diferencias significativas en su actividad fosforolítica, ni tampoco cambios 
significativos en la sensibilidad del virus al AZT o al d4T (Tabla 15). Según el modelo 
molecular obtenido para la RT ∆67, la deleción eliminaría por completo cualquier posible 
interacción con Lys219, de tal manera que el acceso del donador de PPi al sitio de unión 
no se vería afectado por el cambio de Lys por Glu en la posición 219.  
 
En trabajos anteriores se ha demostrado que la deleción ∆67 incrementa la 
capacidad replicativa de virus portadores de RTs que llevan en su secuencia TAMs, que 
como consecuencia de la generación de resistencia al AZT pierden capacidad replicativa 
con respecto al virus WT (Imamichi et al., 2000a). Pensamos que la deleción ∆67 también 
podría estar confiriendo una ventaja replicativa a los virus portadores de los complejos de 
mutaciones M41L/T69G/K70R/T215Y y T69G/K70R/K219E en la RT. Sin embargo, serían 
necesarios estudios de capacidad replicativa con virus recombinantes que lleven las RTs 
mutantes para comprobar esta hipótesis.  
 
En resumen, los datos presentados en esta Tesis Doctoral demuestran la 
importancia de las deleciones que forman la horquilla β3-β4 del subdominio “fingers” de la 
RT del VIH-1, ya que se ha demostrado su implicación en resistencia a NRTIs a través de 
mecanismos de discriminación de nucleótido y fosforolisis dependiente de ATP y PPi. 
Además, proponemos que los patrones de mutaciones que se asocian con estas 
deleciones podrían explicarse en base a su papel en el mecanismo de fosforolisis 
dependiente de ATP o PPi, y a su capacidad para escindir análogos de nucleótido de la 























1. La deleción ∆69 no afecta de forma significativa a la sensibilidad de la RT por AZT y 
efavirenz cuando la enzima contiene múltiples mutaciones asociadas a resistencia a 
NRTIs y NNRTIs. Sin embargo, en este contexto de secuencia, el cambio S163I aumenta 
ligeramente la resistencia de la RT mutante MDR_∆69 al efavirenz, lo que coincide con 
los resultados obtenidos en ensayos de eficacia biológica (“fitness”), en los que se vio 
que el virus portador de la RT MDR_∆69/S163I tenía mayor capacidad replicativa en 
presencia de efavirenz. 
 
 
2. Aunque los cambios del complejo de la Q151M (A62V, V75I, F77L, F116Y y Q151M) 
y K103N presentes en las RTs multirresistentes justificarían por sí solos niveles altos de 
resistencia a AZT y efavirenz, respectivamente, existen otros cambios de aminoácido en 




3. La mutación A376S, localizada en el subdominio “connection” de la RT del VIH-1, 
produce una disminución de sensibilidad a nevirapina, debida a una pérdida de afinidad 
por el inhibidor, que podría relacionarse con la menor constante de disociación (Kd) de la 
RT mutante y el complejo molde-iniciador (DNA/DNA). 
 
 
4. La deleción ∆69 confiere bajos niveles de resistencia a 3TC en ensayos fenotípicos, a 
través de una reducción en la capacidad de la RT para incorporar el inhibidor (3TCTP) en 
comparación con el sustrato natural (dCTP), sin afectar a la actividad fosforolítica 
dependiente de ATP de la enzima. 
 
 
5. La hipersensibilidad al AZT, conferida por ∆69 en un contexto de secuencia WT (NL4-
3), no se puede atribuir a un efecto de la deleción sobre la capacidad de la RT para 
discriminar entre AZTTP y dTTP, sino a una disminución de su capacidad de escisión de 
análogos a timidina en presencia de ATP o PPi. La deleción ∆69 (y sus mutaciones 
acompañantes S68G y K70G) tuvo un efecto antagónico significativo sobre la escisión, 
cuando dichos cambios se introdujeron en presencia de las TAMs M41L y T215Y. 
 
 
6. La deleción ∆69, en un contexto de secuencia WT (NL4-3), no tiene influencia sobre 
la resistencia a foscarnet en reacciones de polimerización llevadas a cabo con la enzima 
recombinante. En ensayos de pirofosforolisis mediados por foscarnet, las tasas de 
escisión (kes) mostradas por la RT WT y las mutantes ∆69 y T69A fueron similares. Sin 
embargo, dichas tasas fueron aproximadamente 1000 veces inferiores a las obtenidas en 





7. La deleción ∆67, acompañada de las mutaciones T69G y K70R, produce un aumento 
significativo de los niveles de escisión de análogos a timidina en presencia de ATP, tanto 




8. La sustitución de Lys219 por Glu (K219E) no afecta de forma significativa a la 
actividad fosforolítica dependiente de ATP o PPi de RTs mutantes portadoras de la 
deleción ∆67. Sin embargo, K219E disminuye la capacidad de la RT portadora de ∆69 
para escindir análogos a timidina en presencia de PPi. Los efectos de K219E sobre la 
actividad fosforolítica podrían explicarse por los cambios en la accesibilidad de la 
molécula donadora de PPi al sitio de unión de nucleótido (sitio N) de la RT, predichos por 
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